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HINH QUE BACILLUS SUBTILIS

(57) Sang ché dé cap dén phuong phap san xudt axit poly-gama-glutamic, phuong phap
nay bao gém budc cay vi khuan hinh que Bacillus subtilis duge xac dinh theo so truy cép:
NITE BP-02276, s6 truy cap: NITE BP-02277, s6 truy cap: NITE BP-02278, sd truy cap:
NITE BP-02279, sé truy cap: NITE BP-02280, hoic sb truy cap: NITE BP-02281. Ngoai
ra, sang ché ciing dé cap t6i vi khuan hinh que Bacillus subtilis c6 kha nang san Xudt axit
poly-gama-glutamic trong diéu kién méi truong cé ndng do mudi cao.
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Linh virc ki thuit dwec dé cap

Sang ché dé cap dén phwong phap san xuit axit poly-gama-glutamic va vi -

khuén hinh que Bacillus subtilis ding trong phuong phap nay.
Tinh trang k¥ thuét ciia sang ché

Axit poly-gama-glutamic (cfing dugc goi 1a “axit y-polyglutamic”, sau déy,
cling dugc dé cip dén nhu “PGA” trong ban mé ta sang ché nay) 1a hop chat
polyme ctia axit glutamic, ma dugc bao gém cdc nhém y-cacboxyl va oi-amino
clia timg axit glutamic béi céc lién két peptit. PGA duogc biét dén nhu mot chét
nhét duge san xuédt béi vi khun hinh que Bacillus subtilis var.natto. Hop chit
nay dang dugc quan tdm thu hut nhu mot nguyén liéu thé polyme mébi do cic

dac tinh khac nhau cia né.

Lién quan dén céc dic tinh duge bidu hién bdi PGA ¢ trong lugng phan tir
cao, vi du, tai liéu 1 mo ta réng PGA c6 trong lugng phén tir cao ndy, & muc 16n
hon 2.000.000, cé hoat tinh khang khdi u cao hon khi so véi PGA c6 trong
lugng phén tir 1a 100.000. Hon nita, tai liéu 2 mé ta ring PGA c6 trong lugng
phan tir 13 500.000, va trong lugng phan tir 16n hon 1a 2.000.000 c6 hoat tinh
diéu chinh chuyén héa lipit.

Céc vi du vé cic vi sinh vat tao ra PGA bao gém vi khun hinh que
Bacillus subtilis thudc vé chi Bacillus, va céc loai lién quan, vi khudn hinh que
Bacillus subtilis var. natto, vi khuln hinh que Bacillus subtilis var.
chungkookjang, vi khuin hinh que Bacillus licheniformis, vi khudn hinh que
Bacillus amyloliquefaciens, vi khuén hinh que Bacillus megaterium, vi khuén
hinh que Bacillus anthracis, vi khudn hinh que Bacillus halodurans, va hon nita

Natrialba aegyptiaca thudc v€ vi khuan co6 haloarchaea. Sau do, d4 biét ring san
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lugng hodc trong lugng phan tir cia PGA dugc san xuét béi cac vi sinh vat nay
phu thudc 16n vao loai gidng va didu kién ciy cta ching.

Vi duy, tai liéu sang ché 1 va tai liéu 3 mé ta ring mot gibng ctia vi khuén
hinh que Bacillus subtilis var. chungkookjang c6 tinh khang mubi tao ra PGA ¢6
trong lugng phéan tir nam trong khoang tir 1.000.000. Sau d6, dugc biéu hién
rdng, trong giéng nay cia vi khudn hinh que Bacillus subtilis var.
chungkookjang, trong lugng phén tir cia PGA dé duoc san xuit duoc suy giam
thanh trong lugng phan tu thap nim trong khoang tir 10.000 dén 200.000 trong

diéu kién cao hon 10% (khéi lugng/thé tich) theo ndng do cua natri clorua.

Hon nifa, tai lidu sing ché 2 mo ta rang PGA dugc san xut bang cach ciy
vi khuédn hinh que Bacillus subtilis var. natto trong méi truong chira nhu nim
mdc nude tuong, va nudc tuong 1, trong d6 chira natri clorua. Tai liéu 4 mo ta
rang ning sudt PGA duoc giam bét trong gibng cua vi khuan hinh que Bacillus
subtilis var. chungkookjang dugc bidu hién trong tai lidu séng ché 2, néu ting
ndng d6 ciia natri clorua c6 trong mdi trudng.

Vi khuén hinh que Bacillus subtilis var. natto tao ra PGA c6 khoang 80/20
dén khoang 50/50 theo ty 1€ chéit ddng phan quang hoc (ty 16 D/L) cua axit
glutamic. Ngoai ra, thuc phim chtra vi khuan hinh que Bacillus subtilis var.
natto dugc tiéu thu nhiéu & Nhat Ban, va tinh an toan cta ching dugc dam bao.
Do d6, trong sb céc gidng duoc biéu hién & trén, PGA duge san xut bang vi
khuén hinh que Bacillus subtilis var. natto la pht hop dé sir dung trong thuc
phim, m¥ phim hoic y hoc.

Danh muc tai liéu trich dan
Céc tai liéu sang ché:
Tai lidu sdng ché 1: JP-A-2002-233391

Tai lidu séng ché 2: JP-A-H8-242880
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Cac tai liéu khac:

Tai liéu 1: The Chemical Record, 2005, vol. 5, p. 352-366

Tai liéu 2: J. Microbiol. Biotechnol., 2011, vol,21, p. 766-775

Tai liéﬁ 3: Appl. Microbiol. Biotechnol., 2001, vol. 57, p. 764-769

Tai liéu 4: Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, 1997, vol. 61(10), p.
1684-1687

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché lién quan dén phuong phép san xuit PGA, phuong phép nay bao
gdm budc ciy vi khuan hinh que Bacillus subtilis dwgc x4c dinh theo sb truy
cap: NITE BP-02276, sb truy cép: NITE BP-02277, sb truy cép: NITE BP-
02278, sO truy cap: NITE BP-02279, sO truy cap: NITE BP-02280, hoac sb truy
cap: NITE BP-02281.

Hon nita, sang ché lién quan dén vi khuén hinh que Bacillus subtilis dugc
x4c dinh theo s truy cap: NITE BP-02276, sO truy cép: NITE BP-02277, sb truy
cap: NITE BP-02278, s truy cép: NITE BP-02279, sé truy cap: NITE BP-
02280, hoic sb truy cap: NITE BP-02281.

Céc dic trung va céac thuan loi khic va hon nita ctia sang ché s& trd nén ro
rang va ddy ¢t hon tir phdn mé ta chi tiét sng ché duéi day.
MBO ta chi tiét sang ché

Nhu d néu trén, c4c vi sinh vat dugce néu trong cac tai liéu sang ché 1 va 2,
va céc tai lidu 1 va 2 13 c6 kha ning dé san xuit PGA. Tuy nhién, PGA c6 hoat
tinh khang khéi u va hoat tinh diéu chinh chuyén héa lipit, va co trong lugng
phan tir 16n hon 2.000.000 c6 tinh nhét cao, va do d6 kho c6 thé san xuit PGA
c6 trong lugng phan tir cao véi hiéu sut cao trong giéng vi khudn hinh que

Bacillus va céc loai lién quan cta chung.
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Trong khi dé, dé san xuit PGA vé6i hidu sut cao, didu can thiét 1 giam cac
lurong nap trong qud trinh san xuét. O day, nhu mét trong sb céc cach thirc dé
lam giam luong nap trong qué trinh san xuét, viéc giam tinh nhét clia moi
truong da dugc xem xét. Néu tinh nhét duge giam bét, hidu suat khuéch tan cia
oxy hoac chit nén duoc cai thién, va su cai thién vé hiéu sudt san xuét c6 thé
dugc mong dgi trong qua trinh cdy. Hon nita, su cai thién vé hiéu suét cua viée

loc va ly tim nay cling dugc mong doi trong qua trinh tach va thu hoi.

Céc vi du cu thé v& phuong phap dé 1am giam tinh nhét clia méi trudng bao
gdm phuong phap két hop mudi nhu natri clorua cé trong méi trudng & ndng d6
cao. Tuy nhién, nhu da néu trén, néu ting ndéng d6 cta natri clorua trong moi
truong, thi nhin chung PGA dugc san xuét dugc tao thanh trong nguyén liéu
trong lugng phan tu thip, va/hodc ning sudt ctia PGA bj giam bét, trong gidng

vi khuan hinh que Bacillus 1a vi khuan va céc loai lién quan clia chung,.

Do d6, khé c6 thé san xuét PGA c6 trong lugng phan tir 16n hon 300.000
duéi céc didu kién ndng d6 mudi cao trong gidng vi khudn hinh que Bacillus va

cac loai lién quan cta ching.

Do d6, séng ché lién quan t&i viéc cung cip phuong phép san xuit PGA,
trong d6 lugng nap 1én qua trinh san xuét cia PGA dugc gidm bét, va PGA c6

trong lugng phan tir cao co thé dugc san xuét.

Ngoai ra, sang ché lién quan t6i viéc cung cap vi khuén hinh que Bacillus
subtilis c6 tinh khang vGi cac nong d6 muoi cao, va cé kha ning san xuit PGA

c6 trong luong phén tir cao dudi cac di€u kién nong do mudi cao.

Céc tic gia sang ché da nghién ciru ti mi dé cung cip phuong phép san xuit
PGA va vi khuin hinh que Bacillus subtilis dugc biéu hién & trén. Két qua 13,
céc tac gia sang ché da tim ra vi khudn hinh que Bacillus subtilis c6 tinh khéng
v6i ndng d6 mudi cao, va c6 kha ning san xudt PGA c6 trong lugng phén it cao

dudi céc diéu kién nong dd muoi cao. Sau do, cac tac gia sang ché da phat hién
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ra rang, khi vi khuin hinh que Bacillus subtilis ndy dugc chy duéi céc diéu kién
nc“mg d6 mudi cao, su san xuit ctia PGA c6 trong lugng phan tir cao ¢ thé dugc
thuc hién, va ddng thoi lugng nap 1én qué trinh san xut cia PGA c6 thé dugc
giam.

Séang ché duoc hoan thanh dwa vao céc két qua nay.

Vi khuan hinh que Bacillus subtilis ciia sang ché co tinh khang v4i nong do
muoi cao, va kha nang san xuat PGA c6 trong lugng phén tir cao dudi cac dieu

ki€n nong d§ muoi cao.

Do d6, PGA c¢6 trong luong phan tir cao c6 thé dugc san xuét bing cach
cdy vi khudn hinh que Bacillus subtilis cia séng ché. Hon nita, PGA c6 thé dugc
san xuét véi hiéu suit cao ma khoéng 4p dung luong nap 1én qua trinh san xuét
ctia PGA béng cach cdy vi khuln hinh que Bacillus subtilis dudi cac didu kién

nong d6 mudi cao.

Thuét ngit “Vi khuan hinh que Bacillus subtilis var. natto” trong ban mé ta
sang ché nay c6 nghia 13 c4c vi sinh vt ma c6 thé dugc phan loai trong vi khuin
hinh que Bacillus subtilis tir cac dic tinh vi sinh vét hoc, su phén tich cac két

qua cua trinh tu nucleotit cda gen 16S rARN va kha nang san xudt PGA.

Vi khuén hinh que Bacillus subtilis cta sing ché c6 tinh khang véi ndng do
mudi cao, va cé kha ning san xuit PGA c6 trong luong phan tir cao dudi cic
diéu kién ndng d6 mubdi cao. Do d6, vi khudn hinh que Bacillus subtilis clia séng
ché dugc phan loai trong vi khuén hinh que Bacillus subtilis var. natto. Dudi cac
diéu kién néng d6 mubi cao, PGA duoc san xuét bsi vi khuin hinh que Bacillus
subtilis cta séang ché c6 trong luong phén tir 16n hon khi so sanh véi PGA dugc
san xuit béi vi khuén hinh que Bacillus subtilis var. natto thong thudng. Hon
nita, vi khuén hinh que Bacillus subtilis cia sang ché c6 tinh khang véi ndng d6
mubdi cao manh hon so véi vi khudn hinh que Bacillus subtilis var. natto théng

thudng c6 kha ning san xuit PGA.
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PGA c6 trong lugng phan tu cao co thé duogc san Xut b%ng cach ce“'ly vi
khuén hinh que Bacillus subtilis cta sang ché dudi céc diéu kién phu hgp. Cu
thé 13, PGA c6 trong luong phan tir cao c6 thé dugc san xuét ma khéng 4p dung
luong nap 1én qua trinh san xuft ciia PGA bang cich cAy vi khudn hinh que

Bacillus subtilis cia sang ché dudi cac diéu kién nong do mudi cao.

Hon nita, PGA ciing c6 thé dugc diéu chinh dén trong lugng phén tir mong
mudn bang cach xir Iy PGA di thu dugc thanh nguyén liéu trong lugng phan tir
thap. Vi du, trong luong phén tir ciia PGA c6 thé dugc diéu chinh dén pham vi
mong mudn bang cach san xuit PGA c6 trong lugng phan tir cao bing cach ciy
vi khuén hinh que Bacillus subtilis clia sang ché duéi didu kién phi hop, va xir
ly PGA d3 thu dugc thanh nguyén li€u trong lugng phén tu thdp biang cach nhu
xtr Iy nhiét duéi didu kién axit va viéc xir 1y sir dung céc enzym lam gidm gi tri
PGA. O day, thut ngir “trong lugng phan tir” duoc thé hién trong ban m6 ta
sang ché néy 13 ddng nghia véi “trong lugng phén tir trung binh khéi”. Hon nira,
tAt ca trong s6 “% (khéi luong/thé tich)” hodc “M” nhu mot ky hiéu cla ndng do
mudi, “% (khdi lugng/thé tich)” hodc “(g/L)” nhu mét ky hiéu ciia ndng do
thanh phan méi trudng, va “(g/L)” nhu mét ky hidu cia PGA nong d6 d& cap
dén ndng d6 & nhiét d6 phong.

Sau diy, sang ché s& dugc mo ta chi tiét.

Vi khuén hinh que Bacillus subtilis cia sang ché 1a vi khudn hinh que
Bacillus subtilis ¢6 tinh khang véi ndéng d6 mudi cao, va vi khuin hinh que
Bacillus subtilis ma c6 thé ting truéng trong mdi trudng LB trong d6 ndng do
clia natri clorua dugc diéu chinh dén 12% (khdi lwong/thé tich) (twong dwong
véi 2,05 M, nhiét 46 phong) hodc cao hon.

Nhu cling duoc thé hién trong phﬁn vi du thuc hién sang ché dugc dé cap
sau ddy, vi khuan hinh que Bacillus subtilis var. natto da biét cong khai c6 kha

ning san xuat PGA khong co tinh khang véi nong d6 mudi cao, va khong the
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ting trudng trong moi trudng LB c¢b 12% (khdi lugng/thé tich) hodc cao hon
theo ndng do ciia natri clorua. Nguoc lai, vi khuén hinh que Bacillus subtilis cia
sang ché c6 tinh khang véi néng d6 mudi cao, va c6 thé tdng trudng ngay ca
trong méi truong LB ¢6 12% (khéi luong/thé tich) hoic cao hon theo ndng do
clia natri clorua. Giéi han trén ciia néng d6 ctia natri clorua trong d6 vi khuén
hinh que Bacillus subtilis ctia sang ché c6 thé ting trudng 1 16 dén 17% (khéi
lugng/thé tich) (twong duong véi 2,74 dn 2,91 M) dudi didu kién sir dung méi
truong TSB, va 15% (khéi luong/thé tich) (twong duong véi 2,57 M) duéi didu

kién str dung moi truong LB.

O day, cum tir “c6 thé ting truéng trong méi truong LB dudc diéu chinh
dén 12% (khéi luong/thé tich) hodc cao hon theo ndng dc}lcfla natri clorua” c6
nghia 13 s cac t& bao duoc cdy thém vao ting biang cach ciy dudi diéu kién 1a
12% (khéi luong/thé tich) hodic cao hon theo ndng d cua natri clorua. Ngoai ra,
“sy ting truéng” trong ban md ta nay c6 thé dugc tinh twong dbi bang sy ting vé

d6 hép thu sau khi do d6 hap thu (OD600) ctia ca viée cdy tru6e va sau khi cdy.

Hon nita, vi khuin hinh que Bacillus subtilis ctia sang ché c6 kha ning san
xudt PGA c6 trong luong phén tir cao. Cu thé 13, vi khuin hinh que Bacillus
subtilis c6 kha ndng san xult PGA c6 trong lugng phan tir 1a 300.000 hodc 16n
hon, khi vi khuan hinh que Bacillus subtilis dugc cdy du6i diéu kién ndng do
mudi cao 13 10% (khéi lugng/thé tich) (twong dwong véi 1,71 M, nhiét do
phong) theo ndng d6 ciia natri clorua. Trong luong phan ti cia PGA duge san
xuit boi vi khun hinh que Bacillus subtilis ciia sang ché t5t hon 13 500.000
hogc 16n hon, tot hon nita 1a 1.000.000 hoc 16n hon, t6t hon nita 14 2.000.000
hogc 16n hon, tét hon nita 1a 5.000.000 hogc 16n hon, va con tét hon nita Ia
10.000.000 hodc 16n hon, bing cach ciy dudi didu kién trong d6 ndng do cia
natri clorua 13 10% (khdi luong/thé tich). Ngoai ra, gii han trén cia chiing

thuong 1a 50.000.000.
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Ngoai ra, cum tu “co kha nang san xuit PGA c¢6 trong luong phan tir 13
300.000 hodc 16n hon dudi diéu kién n(“)ng do mudi cao” ¢6 nghia cu thé réng,
khi vi khuén hinh que Bacillus subtilis dugc cdy bang cach str dung mdi truong
chtra 10% (khdi lwong/thé tich) cta natri clorua va chira céc chét dinh dudng
hoac cac khoang chét can thiét cho su ting trudng, PGA c6 trong lugng phén tr
14 300.000 hogc 16n hon dugc san xudt it nhit theo san luong 14 0,1 g/L/3 ngay
hodc nhiéu hon, t6t hon 14 theo san luong 13 0,5 g/L/ 3 ngay hodc nhiéu hon, t6t
hon nita 14 theo san lugng la 1,0 g/L/3 ngay hodc nhiéu hon, va con tbt hon nira
1a theo san luong 13 5,0 g/L/3 ngay hodc nhiéu hon. Hon nita, axit glutamic déng
vai trd nhu mot chat nén ciia PGA c6 thé dugc bao gém hodc khéng can dugce
bao gdm trong méi truong sir dung. Hon nita, khi vi khudn hinh que Bacillus
subtilis dugc cdy trong méi trudong chira 8% (khéi lugng/thé tich) (twong duong
v6i 1,37 M) ciia natri glutamat monohydrat, PGA ¢6 thé t5t hon 13 duogc san xuét
theo san luong 14 10 g/L hodc nhiéu hon, va khi vi khudn hinh que Bacillus
subtilis duge cy trong méi trudng khoéng chira axit glutamic, PGA-cé thé ot

hon la dugc san xuét theo sén lugng 12 0,3 g/L hodc nhiéu hon.

Vi khuén hinh que Bacillus subtilis cla sang ché tét hon 13 c6 gen 16S
rARN bao g(‘?)m trinh tu nucleotit dugc dua ra trong SEQ ID NO: 7 hoac 8.
Ngoai ra, vi khudn hinh que Bacillus subtilis cia sing ché tt hon 14 c6 gen 16S
rARN bao gém trinh tu nucleotit ¢6 99,75% hodc cao hon, t6t hon nita 1a
99,85%. hodc cao hon, va t6t hon nira 1a 99,90% hoic cao hon twong déng Vol
trinh tu nucleotit dugc dua ra trong SEQ ID NO: 7 hodc 8. Ngoai ra, vi khuén
hinh que Bacillus subtilis cua sang ché t6t hon 13 c6 gen 16S rARN bao gém
trinh tu nucleotit trong d6 tot hon 1a 1 dén 3 nucleotit, t6t hon nita 1 1 nucleotit
duoc x6a bo, duge thay thé, dugc chén va/hoic dugc bd sung cho trinh tu

nucleotit dugc dua ra trong SEQ ID NO: 7 hoic 8.

Trinh tu nucleotit dugc dua ra trong SEQ ID NO: 7 1a trinh tu nucleotit cia
gen 16S rARN cua gidng vi khuin hinh que Bacillus subtilis KSM-FFA610.

-0
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Hon nira, trinh tu nucleotit dugc dua ra trong SEQ ID NO: 8 1a trinh tu nucleotit
cua gen 16S rARN cua giéng vi khun hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB553.

Tinh ddng nhat cta céc trinh tu nucleotit, theo sang ché, cé thé dugc xac
dinh bing cach sir dung “BLAST co ban” trong “BLAST” trong nhén chon
“Nucleotit” cia co s& dit liéu chung NCBI (Trung tdm Thong tin Cong nghé
Sinh hoc quéc gia, http://www.ncbi.nlm.gov/). Ngoai ra, tinh dong nhét cua céc
trinh tu nucleotit cling ¢6 thé dugc x4c dinh théng qua viéc sir dung chuong
trinh phan tich tinh déng nhét ciia Genetyx-Win (phdn mém xir Iy théng tin di
truyén, dugc san xuét bdi GENETYX) véi ¢& don vi (16p dit liéu k) dugc dit
dén 6.

Vi khudn hinh que Bacillus subtilis ciia sang ché t6t hon 13 ¢6 céc dic tinh

vi sinh vat hoc dugc thé hién & Bang 1 duéi day.

Bang 1
Dang Dang roi
Pic tinh nhudém vi khuén gram +
Su hinh thanh bao tir +
Di déng +

Dang khuin lac (méi trudng thach . . )
Dang tron, mau kem, nhét

LB)

: Cae en : 37°C, tt
Thit nghiém nhiét d¢ tang trudng ,

45°C, tot

Phan ung Catalaza +
Phan img Oxidaza +
Séan xuét axit/khi tir Glucoza -/-
Thi nghiém O/F (su oxy hoéa/su 1én /

men)

-10-
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Vi khuén hinh que Bacillus subtilis cia sang ché t6t hon 1 vi khuin hinh

que Bacillus subtilis (1) hoic (2), dugc biéu hién dudi day.

(1) Vi khudn hinh que Bacillus subtilis biéu hién cac ddc tinh vi sinh vat
hoc duogc thé hién & Bang 1, va c¢6 gen 16S rARN tuong dong véi trinh tu
nucleotit duge dua ra trong SEQ ID NO: 7, trinh tu nucleotit tét hon 13 c6
99,75% hodc cao hon, tét hon nita 1a 99,85% hoidc cao hon, va con t5t hon nira
1a 99,90% hodc cao hon tuong déng vOi trinh tu nucleotit dugc dua ra trong |
SEQ ID NO: 7, hodc trinh tir nucleotit trong d6 tét hon 1 1 dén 3 nucleotit, t5t
hon nita 1a 1 nucleotit dugc x6a bd, dugc thay thé, dugc chén va/hoic duogc bd

sung cho trinh tu nucleotit dugc dua ra trong SEQ ID NO: 7.

(2) Vi khuén hinh que Bacillus subtilis biéu hién céc dic tinh vi sinh vat
hoc dugce thé hién & Bang 1 va c6 gen 16S rARN tuong dong véi trinh tu
nucleotit dugc dua ra trong SEQ ID NO: 8, trinh tu nucleotit t6t hon 1a c6
99,75% hoic cao hon, tét hon nita 1a 99,85% hoic cao hon, va con t5t hon nita
1a 99,90% hodc cao hon tuong déng vai trinh tu nucleotit dugc dua ra trong
SEQ ID NO: 8, hoac trinh tu nucleotit trong do t6t hon 12 1 dén 3 nucleotit, ot
hon nira 1a 1 nucleotit dugc x6a bd, dugc thay thé, dugc chén, va/hodc duge bd

sung cho trinh tu nucleotit dugc dua ra trong SEQ ID NO: 8.

Trong sb vi khudn hinh que Bacillus subtilis cia sang ché, gidng vi khudn
hinh que Bacillus subtilis KSM-FFA610 dugc ndp luu véi Ngan hang luu gitt
gibng vi sinh vat sang ché NITE, Vién Péanh gia va Céng nghé Québc gia Nhat
Ban (dia chi: 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba, Japan) vao ngay 2
thdng 6 nim 2016, theo sb truy cap 1a NITE BP-02276. Gidng vi khuin hinh que
Bacillus subtilis KSM-FFA610 nay da thu dugc bédi céc tac gid trong phong thi
nghiém cia nguoi ndp don (Tochigi, Japan) khoang thang 6 ndm 2012.

Ngoai ra, gidng vi khudn hinh que Bacillus subtilis KSM-FFA631 dugc
nép Iuu véi Ngén hang luu giit gidng vi sinh vét sang ché NITE, Vién Panh gia
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va Cong nghé Quéc gia Nhat Ban (dia chi: 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi,
Chiba, Japan) vao ngay 2 thang 6 nam 2016, theo s6 truy cap la NITE BP-02277.
Gibng vi khudn hinh que Bacillus subtilis KSM-FFA631 nay di thu dugc bdi
céc tac gia trong phong thi nghiém cua ngudi ngp don (Tochigi, Japan) khoang

thang 6 nam 2012.

Ngoai ra, gidng vi khudn hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB406 dugc
ndp luu v6i Ngén hang luu gitr gidng vi sinh vat sdng ché NITE, Vién Panh gi4
va Cong nghé Quéc gia Nhat Ban (dia chi: 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi,
Chiba, Japan) vao ngay 2 thang 6 nam 2016, theo s6 truy cap 1a NITE BP-02278.
Gibng vi khudn hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB406 nay d& thu dugc boi
céc tac gia trong phong thi nghiém cua ngudi ndp don (Tochigi, Japan) khoang

thang 6 nam 2013.

Ngoai ra, gibng vi khudn hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB425 dugc
ndp luu v4i Ngan hang luu git gidng vi sinh vat sang ché NITE, Vién Panh gi4
va Coéng nghé Quédc gia Nhat Ban (dia chi: 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi,
Chiba, Japan) vao ngay 2 thang 6 niam 2016, theo s6 truy cap 1a NITE BP-02279.
Gibng vi khudn hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB425 nay da thu dugc boi
céc tac gia trong phong thi nghiém cta nguoi ndp don (Tochigi, Japan) khoang

thang 6 nam 2013.

Ngoai ra, gidng vi khuin hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB540 dugc
ndp luwu v4i Ngén hang luu gitr gidng vi sinh vét sdng ché NITE, Vién Panh gia
va Cong nghé Quéc gia Nhat Ban (dia chi: 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi,
Chiba, Japan) vao ngay 2 thang 6 nam 2016, theo s6 truy cép 1a NITE BP-02280.
Gibng vi khuén hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB540 nay da thu dugc bdi
c4c tac gia trong phong thi nghiém ctia ngudi np don (Tochigi, Japan) khoang

thang 6 nam 2013.
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Ngoai ra, gibng vi khudn hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB553 duogc
ndp luu véi Ngén hang luu gilr gibng vi sinh vat séng ché NITE, Vién Panh gia
va Cong nghé Qudc gia Nhat Ban (dia chi: 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi,
Chiba, Japan) vao ngay 2 thang 6 ndm 2016, theo sd truy cép 1a NITE BP-02281.
Gibng vi khuan hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB553 nay d thu dugc boi
cac tac gia trong phong thi nghiém cta ngudi ndp don (Tochigi, Japan) khoang

thang 6 nam 2013.

Ngoai ra, tit ca vi khuan hinh que Bacillus subtilis cia sing ché 1a céac vi
sinh vét ciia dang tu nhién, va dugc phén loai trong vi khudn hinh que Bacillus
subtilis, va c6 kha ning san xudt PGA 1a dic trung cua vi khuin hinh que

Bacillus subtilis var. natto.

Vi khuén hinh que Bacillus subtilis cia sing ché c6 thé dugc phan 1ap hodc
thu duge bang cach thuc hién cic phuong phap dudi ddy hodc su két hop cia

ching.

Cu thé 13, céc vi sinh vat xuét hién trén moéi trudong thach co6 thé thu dugc
bing cach khudy duc mdt mau thuc phim c6 sin trén thi trudng hodc mot miu
trong méi truong xung quanh nhu dat trong mdt dung dich mudi sinh ly, rai
nguyén liéu tao thanh 1én moi trudong thach, va cung cAp nguyén liéu tao thanh
dé cAy tinh. Ngoai ra, dbi v6i viée st dung duoc phdm va/hoic thuc phim cia
PGA, ngudn tach ctia ching t6t hon 13 duoc 14y tir mau thuc phim. Cac vi du cu
thd v& viéc tach cac vi sinh vét bao gdm phuong phap trong d6 khuén lac don
duge cho xuét hién bang cach céy ria céc vi sinh vat tir moi truong thachlén moi
truong thachmdi, hodc bing cach pha lodng mau khudy duc duoc biéu hién &
trén biang cach sir dung dung dich dugc pha lodng phit hgp nhu dung dich mudi

sinh ly, va sau d6 rai nguyén liéu tao thanh trén méi truong thach.

Cac vi du cu thd v& phuong phap d& thu dugc vi khuan hinh que Bacillus

subtilis ¢6 hiéu sut cao bao gdm phuong phép 4p dung x@ Iy nhiét truéc cho
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mAu duoc biéu hién & trén do vi khudn hinh que Bacillus subtilis 1a vi khuén tao
thanh bao tir, phuong phap st dung su khac biét vé viée str dung céc chit dinh
dudng nhu duong, va phuong phap xéc nhén su san xudt ctia nguyén liéu nhét
xung quanh khuén lac. Ngoai ra, céc vi du cu thé vé phuong phép dé thu duoc
céc vi sinh vat c6 tinh khang véi ndng d6 mudi cao bao gdm phuong phép tich
trude cac vi sinh vat trong mdi trudng thach chira mubi & ndng do cao, va
phuong phap chon lya céc vi sinh vat biéu hién tét sy ting trudng trong moi

truong 16ng chira mudi & nong do cao.

Hon thé nita, cac vi du cu thé vé phuong phép dé thu dugc cac vi sinh vat
khong cin dén axit glutamic d6i véi su san xuit PGA bao gdm phuong phap dé
thu dugc céc vi sinh vét tao thanh khuén lac nhét trong méi truong thach ma
khong bd sung axit glutamic, va phuong phap dé thu dugc céc vi sinh vét san
xult PGA c6 trong luong phén tir cao trong dich méi trudng nudi cdy cdy biang

cach cAy str dung méi truong 16ng ma khéng bd sung axit glutamic.

Nhu phuong phép séan xuit PGA cia sang ché, PGA dugc san xuit bing

cach st dung vi khuan hinh que Bacillus subtilis n€u trén cua sang che.

Nhu d& néu trén, vi khun hinh que Bacillus subtilis cia séng ché c6 tinh
khang v6i ndng dd mudi cao khi duoc so sanh véi vi khudn hinh que Bacillus
subtilis var. natto thong thudng. Do d6, méi truong c6 ndng d6 mudi cao hon
thong thuong c6 thé dugc sir dung dé san xuit PGA bang cach st dung vi khuin

hinh que Bacillus subtilis ctia sang ché.

N6i chung, chét dién phan polyme tr& thanh ion polyme trong dung dich c6
nuéc dé gy ra su phéan ly v6i ion nguge. Trudng tinh dién manh duoc sinh ra
bdi sy phéan ly nay, va do do cac ion ngugc dugc hoa dic trong dudng tron boi
luc tinh dién nay. Két qua 13, d3 duoc bo céo rang sy giam ro rang vé hoat tinh
ion nguoc dugc gay ra. Hon nita, dugc du doan 1a dang s¢i don cua ion polyme

chu yéu dugc gay ra bdi su tuong tac tinh dién, va su co rd rang dugc gay ra boi
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su ting vé ndng do mudi (Seigou Kawaguchi, Polymer, vol. 53, p. 716-718,
2004). Do d6, ngoai hoat dong cua PGA 1a chét dién phan polyme trong dung
dich c6 nuéc, tinh nhét ctia dung dich cé nuée cd thé duoc giam biang cach ting
ndng dd mudi trong méi truong. Hon nita, hiéu suat vé hoat dong ctia cac phan
tir oxy duoc hoa tan dugc giam bét trong chét 16ng c6 tinh nhét cao va do léng
thép, va do d6 can nay sinh dé thuc hién viéc khudy théng khi sir dung mot
luong 16n khong khi d& dam bao kha ning cung cip oxy can thiét cho su ting
truéng cua cac vi sinh vat ua khi. Hon nifa, trong hé théng ciy sir dung chét gay
men véi viéc khudy thong khi st dung mot lugng 16n khong khi nay, su sinh ra
c4c bot khi khi tinh nhét cda canh trudng cdy cao c6 thé dugc mong doi dé lam
cho viéc cy kho khin. Hon thé nita, mot mAu chét 16ng c6 d6 1éng thip 1a kém
vé hiéu suét truyén trong qua trinh san xuét, va c6 thé dugc mong doi dé lam
giam dang ké tinh thAm dugc, cu thé 13 trong su loai bd t& bao vi khuin béng su
ly tAm, va céc xur Iy mang nhu vi loc va siéu loc. Phuong phép san xuit PGA
theo sang ché do d6 c6 thé 1am giam luong nap trong qua trinh san xuét PGA,

ma 12 chét dién phan polyme biéu hién tinh nhét cao trong dung dich ¢6 nuée.

Trong qué trinh san xuét ctia PGA béng céch sir dung vi khudn hinh que
Bacillus subtilis cua sang ché, vi khuin hinh que Bacillus subtilis cia séng ché
duoc ciy trong méi trudng phit hgp va PGA duge san xuét ngoai bao dugc thu

hoach tir méi trudong.

Nhu mdi trudng da dé cap, moi trudng bao gbém nhém dudng nhu glyxerol,
glucoza, fructoza, maltoza, sucroza, xyloza, mannoza, galactoza, hodc tinh bét,
nhu ngudn cacbon dé san xudt PGA c6 thé dugc sir dung. Hon nita, mdi trudng
chira céc axit hitu co khac nhau nhu axit xitric hodc axit axetic, hodc mubi cta
ching, va axit glutamic hodc mudi cta ching nhu ngudn cacbon dé san xuét

PGA c6 thé dugc sir dung.
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Trong phuong phép san xuat PGA cua séng ché, nhu nguon cacbon dé san
xuat PGA, mot loai ctia cac ngudn cacbon duge bi€u hién & trén c6 thé duoc st
dung, hodc hai hodc nhi€u loai hon cua chung c6 thé dugc két hop va duge st

dung.

Trong méi trudng duoc st dung trong phuong phap san xuit PGA cia sing
ché, ngudn nito nhu mét san phim tu nhién bao gdm céc protein d6 twong khac
nhau, axit amin, polypepton, trypton, amoéni clorua, amoni sulfat, amoni nitrat va
uré c6 thé duge két hop, khi cn. Nhu ngudn nito ma c¢é thé duge st dung trong
sang ché, mot loai trong sd céc nguén nito duoc biéu hién & trén c6 thé duogc st

dung, hoic hai hogic nhiéu loai ctia chiing c6 thé dugc két hop va dugc str dung.

Mai truomg dugc st dung theo sang ché c6 thé 12 méi trudng tdng hop,

hodc mdi truong tu nhién.

Xét vé viéc cai thién hon nira ndng suat PGA, axit glutamic va/hoac muoi

cua chung c6 thé dugc bd sung trong moéi trudng.

Nbng d6 ctia axit glutamic va/hodc mudi clia chiing trong méi trudng c6 thé
bb tri thich hop. Vi du, ndng do cta axit glutamic va/hodc mubi cia chung (gid
tri twong duong cua axit glutamic) trong méi trudng t6t hon 13 0,005 g/L hodc
nhiéu hon, t6t hon nita 14 0,05 g/L hozc nhiéu hon, con tét hon nita 1a 0,1 g/L
hodc nhiéu hon, va con tét hon nita 14 0,5 g/L hodc nhiéu hon. Giéi han trén ctua
chung 13, xét vé viée ngin chin su két tia cla axit glutamic hodc céc thanh phén
mai trudng khac trong méi truong, tot hon 13 600 g/L hodc it hon, t5t hon nita 13
500 g/L hodc it hon, con t5t hon nita 1a 400 g/L hoac it hon, va con t6t hon nita
la 300 g/L hodc it hon.

Vi khuén hinh que Bacillus subtilis clia sang ché c6 thé san xuit PGA bing
cach sir dung ngudn nito v6 co, va nguyén lidu khac ngoai axit glutamic, nhu
glucoza va glyxerol nhu ngudn cacbon ngay ca dudi du khong tdn tai cia axit

glutamic.
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Axit glutamic c6 thé dugc san xuét bang phuong phép 1én men st dung
sinh khdi nhu mot nguyén liéu tho, va duge st dung nhu mét nguyén liéu thuc
phim hodc vat liéu cung cép. Céc vi sinh vt ma c6 thé san xudt PGA 1a nguyén
liéu polyme hitu ich v6i hiéu sudt cao ma khong st dung axit glutamic nay nhu
nguyén liéu thé dugc coi 1a hitu ich tir quan diém ngan ngira sy canh tranh véi

thuc pham nay hodc con xét vé chi phi san xuat cdng nghiép.

Do d6, xét vé su khong c6 canh tranh véi thue phém SU san xuét, va chi phi
san xuat, c6 thé thich hop 1a dé san xuit PGA bing céach ciy vi khuén hinh que
Bacillus subtilis cia séang ché trong méi truong chira ngudn nito ré khac ngoai

axit glutamic, va nguon cacbon, ma khong chira axit glutamic.

Loai mubi duoc bao gdm trong mdi trudng cé thé duoc lua chon thich hop.
Céac vi du bao gém natri clorua va kali clorua 1a cic mubi kim loai ¢ héa tri mot,
va canxi clorua, ma-gié clorua, canxi cacbonat, ma-gi€ cacbonat, canxi sulfat, va
ma-gié sulfat 1a cac mudi kim loai ¢ héa tri hai. Trong s d6, c6 thé thich hop
dé sir dung it nhét mat loai duge chon tir nhém bao gém natri clorua, kali clorua,

canxi clorua, va ma-gié clorua.
Hon nita, nong d6 muoi trong moi truong cd thé duge lya chon thich hop.

Vi duy, trong truong hop trong do mudi 13 mubi kim loai c6 héa tri mot,
ndng d6 cua chung t&t hon 13 0,01 M hoic 16n hon, tot hon nita 1a 0,1 M hodc
16n hon, con tot hon nita 13 0,5 M hoic 16n hon, va con t5t hon nita 1a 1,0 M
hodc 16n hon. Ngoai ra, gi6i han trén cia ching t6t hon 13 néng d6 ma khéng trc
ché su ting truéng t& bao hodc sy san xuit PGA. Cu thé 13, t6t hon 13 2,5 M
hodc nhé hon, t5t hon nita 14 2,0 M hoidc nho hon, va con t5t hon nira 13 1,75 M

hodc nho hon.

Hon nita, vi du, trong trudng hop trong d6 mudi 1a mubi kim loai ¢6 héa tri
hai, ndng d6 cta chung t6t hon 12 0,01 M hodc 16n hon, t6t hon nira 1a 0,1 M

hodc 16n hon, con tdt hon nita 13 0,5 M hodc 16n hon, va con t6t hon nita 1a 1,0
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M hoic 16n hon. Ngoai ra, gi6i han trén ciia ching t6t hon 1a ndng d6 ma khéng
{rc ché sy ting trudng té bao hoic su san xudt PGA. Cu thé 13, t6t hon 12 2,0 M
hoac nho hon, t5t hon nita 1a 1,75 M hoic nho hon, va con t5t hon nita 12 1,5 M

hodc nho hon.

Ngoai ra, tinh nhdt cia méi truong duge st dung va dich méi trudng nudi
cdy sau khi cdy c6 thé duoc didu chinh trong pham vi mong mudn bing cach
didu chinh ndng d mudi trong méi truong. Ngoai ra, phuong phap dé do tinh
nhét ctia mdi trudng theo sang ché c6 thé dugc thuc hién bang miy do d6 nhét

Brookfield phi hop dé do tinh nhét ctia chit Iuu phi Newton.

Piéu kién céy ctia vi khuén hinh que Bacillus subtilis c6 thé duoc lua chon
thich hop phu hop véi vi khudn hinh que Bacillus subtilis dugc st dung, hoic
tuong tu. Cu thé 13, .nhiét do t61 wu tét hon 14 20°C hoic cao hon, t6t hon nita 13
25°C hoic cao hon, va con tbt hon nita 14 30°C hoic cao hon. Giéi han trén cia
chiing t6t hon 1a 50°C, t6t hon nita 13 45°C, va con tdt hon nita 1 40°C. Gi4 tri
pH t8i wu t8t hon 12 5 hodc 16n hon, t6t hon nita 14 5,5 hodc 16n hon, va con tot
hon nita 12 6,5 hodc 16n hon. Gi6i han trén cta ching t6t hon 13 8, tt hon nira 1a

7,5, va con t6t hon nita la 7.

Thoi gian cAy tdt hon 13 0,5 ngdy hozc nhiéu hon, tét hon nita 13 1 ngay
hodc nhidu hon, va con tdt hon nita 14 3 ngay hosc nhiéu hon, sau khi cy ghép.
Phuong phap ciy khong bi gi6i han cu thé, va cac vi du ctia ching bao gdm ciy

lic, cdy khudy, ciy thong khi, va cdy tinh dién.

Dé thu hoach PGA dugec tich lily trong méi trudng, can thiét loai bé té bao
vi khudn hinh que Bacillus subtilis ma c6san xuit PGA. Phuong phép dé loai bd
té bao khong bi giéi han cu thé, va cic vi du ctia ching bao gbm, phuong phap
ly tAm, phuong phap loai bd st dung mang vi loc hodc mang siéu loc, su loai bo
cta su két ta sit dung chit 1am déng, va phuong phap thdm téch. Hon nira, céc

phuong phép nay c6 thé duoc sir dung két hop thich hop.
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Hon nita, phuong phap dé tach PGA tir dich méi trudng nudi cAy khong bi
gidi han cu thé, hodc, va PGA c6 thé dugc tach bing phuong phap thong thudng
duogc sir dung khi nguyén liéu duoc san xuét duge phan 1dp hodc dugc thu hoach.
Vi du, PGA muc tiéu c6 thé duogc phén 18p hoac dugc thu hoach béng su két tia
dung mdi hitu co st dung axeton, metanol, etanol hodc tuong tu, su phan doan
ghi sdc sir dung cét loc chét keo hodc cdt trao dbi ion, su tach bé“lng su két tia
axit trong d6 pH duoc didu chinh dén ving 14n can cua diém ding dién ciia PGA,

thdm tach ion bz‘?lng dién, hodc tuong tu.

Vi khudn hinh que Bacillus subtilis ciia sang ché ¢6 ning suit PGA tuyét
voi, va c6 thé san xudt PGA cé trong luong phan tir cao ciing duéi didu kién
ndng do mudi cao. San lugng PGA dugc san xuit boi sang ché tot hon 13 0,1 g/3
ngay hodc nhiéu hon, 0,5 g/3 ngay hoic nhiéu hon, 1,0 g/3 ngay hodc nhiéu hon,

va 5,0 g/3 ngdy hosc nhidu hon, cho mdi 1 L ctia méi truong.

Khi vi khuén hinh que Bacillus subtilis cia sang ché dugc cay duéi didu
kién nay 1a 7,3% (khdi luong/thé tich) (twong dwong véi 1,25 M) theo ndng d6
clia natri clorua trong d6 ning suit PGA duoc giam bét trong gidng chudn vi
khun hinh que Bacillus subtilis var. natto, san lugng 1a 10 g/3 ngay hodc nhiéu
hon cho mdi 1 L cita méi trromg 1a ¢ thé thich hop duéi didu kién chia 8%
(khéi lwong/thé tich) cua natri glutamat monohydrat déng vai trd nhu chét nén

cua PGA.

Hon nita, khi vi khudn hinh que Bacillus subtilis ctia sang ché dugc ciy
dué6i diéu kién nay 13 10,2% (khdi luong/thé tich) (twong duong véi 1,75 M)
theo ndéng dd ciia natri clorua trong d6 su ting truéng tré nén khé khin trong
gidng chuén vi khuén hinh que Bacillus subtilis var. natto, san lugng cta 0,5 g/3
ngdy hodic nhidu hon cho mdi 1 L ctia méi truong 13 ¢ thé thich hop dudi didu
kién chtra 8% (khdi lwong/thé tich) ciia natri glutamat monohydrat déng vai trd

nhu chét nén ciia PGA. Hon thé nita, khi vi khuan hinh que Bacillus subtilis clia
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sang ché duoc ciy duéi diéu kién nay cia 7,3% (kh&i lwong/thé tich) theo ndng
d6 cua natri clorua trong d6 su san xuft cia PGA khong thé dugc mong doi
trong gidng chuén vi khuén hinh que Bacillus subtilis var. natto, va duéi diéu
kién cta sy khong ton tai cla axit glutamic déng vai trd nhu chét nén cia PGA,
san lugng cta 0,1 g/3 ngay hodc nhiéu hon cho mdi 1 L ctia méi trudng 13 cb thé

thich hop.

Vi khuén hinh que Bacillus subtilis cia sang ché tao ra PGA c6 trong luong
~phén t&r cao dudi didu kién ctia 0 dén nhé hon 10% (khdi lugng/thé tich) trong
ndng dd mudi. Ngoai ra, vi khun hinh que Bacillus subtilis ctia sang ché c6 thé
san xuét PGA c6 trong luong phén tir cao tuong duong thém vao ciing dudi diéu

kién 12 10% (khéi luong/thé tich) hodc cao hon trong ndng d6 mubi.

Trong luong phan tir cia PGA, duoc san xudt bsi vi khudn hinh que
Bacillus subtilis cia sang ché duoc cdy dudi diéu kién trong d6 ndng do cua
natri clorua 13 10% (khdi lwong/thé tich) hodc cao hon, t6t hon 13 300.000 hodc
16n hon, tét hon nita 1a 500.000 hofc 16n hon, con tét hon nita 1a 1.000.000 hogc
16n hon, con tét hon nita 13 2.000.000 hodc 16n hon, con tét hon nita 13
5.000.000 hodc 16n hon, va con tot hon nita 1& 10.000.000 hodc 16n hon. Giéi
han trén cua ching la 50.000.000, tdt hon 1a 40.000.000, va tét hon nita 1a
35.000.000.

PGA duoc san xuit theo sang ché c6 thé dugc st dung trong cac tmg dung
khac nhau nhu cic m§ phdm, dugc phim, thuc phdm, tic nhan tinh ché nuéc,
vét liéu giit nudc va tc nhan 1am day.

Cu thé 13, vi khudn hinh que Bacillus subtilis cla sang ché dugc phéan loai
trong vi khuan hinh que Bacillus subtilis var. natto. Sau d6, PGA duoc san xut
béi vi khuén hinh que Bacillus subtilis cta sang ché c¢6 trong luong phan tir cao
hon khi so sanh v6i PGA dugc san xuét boi céc vi sinh vat khac. Do d6, PGA

duoc san xuét bai vi khuén hinh que Bacillus subtilis cia sang ché ¢ thé t5t hon
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1a duge st dung trong céc g dung nhu cic m§ phdm, duoc phdm va thuc

phédm c6 hoat tinh khéng khdi u hodc hoat tinh diéu chinh chuyén héa lipit.

Dé cép dén cac phuong 4n dugc bieu hién & trén, sang ché cling boc 10 cac

phuong phap, va vi khuan hinh que Bacillus subtilis, dwoc bidu hién dudi day.

(1) Phuong phap san xuédt PGA, trong d6 phuong phép nay bao gdm bude
cdy vi khuén hinh que Bacillus subtilis dugc xé4c dinh theo sb truy cdp: NITE
BP-02276, sb truy cap: NITE BP-02277, sb truy cap: NITE BP-02278, s truy
cap: NITE BP-02279, s6 truy cép: NITE BP-02280, hoac sd truy cap: NITE BP-
02281.

(2) Phuong phéap duoc biéu hién theo muyc (1) néu trén,

trong d6 vi khuin hinh que Bacillus subtilis ¢6 tinh khang véi ndng d6 mubi cao
va c6 thé ting truéng trong méi trudng LB trong do ndng d6 cla natri clorua
dugc didu chinh dén 12% (khdi lugng/thé tich) (twong duong véi 2,05 M, nhiét
d6 phong) hodc cao hon, tt hon 13 12% (khdi lugng/thé tich) hodc cao hon va
16 dén 17% (khdi lugng/thé tich) hodc thép hon, tdt hon nita 13 12% (khéi
lugng/thé tich) hogc cao hon va 15% (khdi lugng/thé tich) hodc thip hon, va;

trong dé vi khudn hinh que Bacillus subtilis c¢6 kha ning san xuit PGA c6 trong
lwgng phan tir trung binh khdi 14 300.000 hozc 16n hon, khi vi khuén hinh que
Bacillus subtilis dugc cdy dudi didu kién 13 10% (khéi luong/thé tich) (twong

duong véi 1,71 M, nhiét d6 phong) theo ndng do cua natri clorua.

(3) Phuong phép dugc biéu hién theo muc (1) hodc (2) néu trén, trong do
khi vi khudn hinh que Bacillus subtilis dugc cdy dudi didu kién 1a 10% (khdi
lwong/thé tich) theo ndng d ciia natri clorua, trong luong phén tir trung binh
khéi cia PGA dugc san xuit duge tao ra 13 300.000 hoic 16n hon, t6t hon 1a
500.000 hogc 16n hon, t&t hon nita 1a 1.000.000 hozc 16n hon, tét hon nita 1a
2.000.000 hogc 16n hon, tét hon nita 1a 5.000.000 hozc 16n hon, va con tét hon
nita 1a 10.000.000 hoc 16n hon, va tt hon 14 50.000.000 hodc nhé hon.
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(4) Phuong phép duoc biéu hién theo muc bt ky trong s6 cac muc (1) dén
(3) néu trén, trong d6 khi vi khuin hinh que Bacillus subtilis dugc ciy dudi diéu
kién 1a 10% (khoi lugng/thé tich) hoic cao hon theo ndng do ciia natri clorua,
PGA duogc san xuét theo san luong 12 0,1 g/L/3 ngay hodic nhiéu hon, t5t hon 13
0,5 g/L/3 ngdy hozc nhidu hon, t6t hon nira 1a 1,0 g/L/3 ngay hodc nhidu hon,
con tot hon nita 14 5,0 g/L/3 ngay hodc nhiéu hon.

(5) Phuong phap dugc biéu hién theo muc bét ky trong sb cac muc (1) dén

(4) néu trén, trong d6 vi khuin hinh que Bacillus subtilis ¢6 gen 16S rARN

turong ddng véi trinh ty nucleotit dugc dua ra trong SEQ ID NO: 7 hoc 8, trinh

tu nucleotit ¢6 tot hon 14 99,75% hodc cao hdn, t6t hon nira 12 99,85% hoic cao

hon, hodc con tét hon nita 1a 99,90% hodc cao hon twong ddng véi trinh tu

nucleotit dugc dua ra trong SEQ ID NO: 7 hoac 8, hodc trinh ty nucleotit trong

~d6 tbt hon 12 1 d&n 3 nucleotit, hodic tdt hon 13 1 nucleotit dugc x6a b, duoc
thay thé, dugc chén va/hoic dugc bd sung cho trinh tur nucleotit dugc dua ra

trong SEQ ID NO: 7 hodc 8.

(6) Phuong phap dugc biéu hién theo muc bét ky trong sb cac muc (1) dén
(5) néu trén, trong d6 vi khuan hinh que Bacillus subtilis biéu hién cac dic tinh

vi sinh v4t hoc dugc thé hién & Bang 1.

(7) Phuong phap duoc biéu hién theo muc bt ky trong s cac muc (1) dén
(6) néu trén, trong d6 vi khudn hinh que Bacillus subtilis dwoc cdy trong moi
trudng éht’ra it nhat mot loai dwgc chon tir nhém bao gém glyxerol, glucoza,
fructoza, maltoza, sucroza, xyloza, mannoza, galactoza, tinh bot, axit xitric hoac
mubi cta chung, axit axetic hoac mubi cla ching, va axit glutamic hoac mudi
cta ching, t6t hon 13 it nhit mot loai dugc chon tir nhém bao gdm glyxerol,

glucoza, maltoza, va axit glutamic hodc muodi cua chiing, nhu cac nguon cacbon.
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(8) Phuong phap dugc biéu hién theo muc bét ky trong s6 cac muc néu trén
(1) dén (7), trong @6 vi khuén hinh que Bacillus subtilis dugc ciy trong moi

trrong chira axit glutamic hoac muodi ctia chung.

(9) Phuong phap duogc biéu hién theo muc (8) néu trén, trong d6 ndng dd
cla axit glutamic hodc mudi cta chung 13 0,005 g/L hodc nhiéu hon, tt hon 1a
0,05 g/L hodc nhiéu hon, tét hon nita 14 0,1 g/L hoac nhiéu hon, va con t6t hon
nita 14 0,5 g/L hodc nhiéu hon, va 600 g/L hodc it hon, t6t hon 1a 500 g/L hodc it
hon, t6t hon nira 1a 400 g/L hodc it hon, va con t&t hon nira 1a 300 g/L hodc it

hon.

(10) Phuong phép dugc bidu hién theo muc bt ky trong s6 cac muc (1) dén
(7) néu trén, trong d6 vi khuin hinh que Bacillus subtilis dugc ciy véi sy c6 mat

cla axit glutamic.

(11) Phuong phép duogc biéu hién theo muc bét ky trong sb cac muc (1) dén
(10) néu trén, trong d6 vi khuin hinh que Bacillus subtilis dugc cAy trong moi
trudng chira it nhét mot loai mudi duge chon tir nhém bao g(‘)m natri clorua, kali
clorua, canxi clorua, ma-gié clorua, canxi cacbonat, ma-gié cacbonat, canxi
sulfat, va ma-gié€ sulfat, t6t hon 1 it nhat mot loai mudi dugc lua chon tir natri

clorua, kali clorua, canxi clorua, va ma-gié€ clorua.

(12) Phuong phép dugc biéu hién theo muc (11), trong d6 ndng d6 cua

mubi trong méi truong 13 0,01 M hoic 16n hon va 2,5 M hoidc nhé hon.

(13) Phuong phép duoc biéu hién theo muc (11) hosc (12), trong d6 mubi
12 mudi kim loai c6 héa tri mot, va néng do cha mubi trong moi truong 1a 0,1 M
hodic 16n hon, t6t hon nita 13 0,5 M hodc 16n hon, va tdt hon nita 12 1,0 M hodc
16n hon, va t6t hon 13 2,0 M hodc nhé hon, va t6t hon nita 14 1,75 M hodc nhé

hon.

(14) Phuong phép dugc biéu hién theo muc (11) hoic (12), trong d6 mubdi

1a mudi kim loai c6 héa tri hai, va ndng d6 clia mudi trong méi truong la 0,1 M
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hoic 16n hon, t6t hon nita 14 0,5 M hodc 16n hon, va tét hon nita 13 1,0 M hoic
16n hon, va t6t hon 13 2,0 M hodic nhé hon, t6t hon nira 1a 1,75 M hodic nho hon,

va con t6t hon nira 14 1,5 M hodc nhé hon.

(15) Phuong phép dugc biéu hién theo muc bat ky trong sb cac muyc (1) dén
(14) néu trén, trong d6 thoi gian cdy cta vi khuén hinh que Bacillus subtilis 13
0,5 ngay hodc nhiu hon, tét hon 14 1 ngay hodc nhiéu hon, hodc nhiéu hon tbt

hon 13 3 ngay hozc nhiéu hon.

(16) Phuong phép dugc biéu hién theo muc bat ky trong sb cac muyc (1) dén
(15) néu trén, trong d6 PGA dugc san xut theo san lugng 13 0,1 g/3 ngay hodc
nhiu hon, t6t hon 13 0,5 g/3 ngay hodc nhiéu hon, t6t hon nira 13 1,0 g/3 ngay
hozc nhidu hon, t6t hon 13 5,0 g/3 ngay hodc nhidu hon, cho mdi 1 L ctia méi

truong, bang cach ciy vi khuén hinh que Bacillus subtilis.

(17) Phuong phép duogc biéu hién theo muc (16), trong d6 trong lugng phan
ttr trung binh khéi ciia PGA duoc san xuét 13 300.000 hoic 16n hon, tét hon 1a
500.000 hogc 16n hon, tdt hon nita 13 1.000.000 hoc 16n hon, tét hon nita 12
2.000.000 ho#c 16n hon, t6t hon nira 1a 5.000.000 hoic 16n hon, va t6t hon nita
13 10.000.000 hozc 1én hon, va 50.000.000 hoic nhoé hon, tét hon 13 40.000.000
hodc nhd hon, va 35.000.000 hoac nhé hon.

(18) Vi khudn hinh que Bacillus subtilis dugc x4c dinh theo sb truy cép:
NITE BP-02276, sb truy cap: NITE BP-02277, s truy cap: NITE BP-02278, s6
truy cap: NITE BP-02279, sb truy cap: NITE BP-02280, hoic sb truy cap: NITE
BP-02281.

(19) Vi khuén hinh que Bacillus subtilis dugc néu trong muc (18), trong d6
vi khudn nay cé thé ting truéng trong méi trudng LB trong d6 ndng d6 cia natri
clorua dugc didu chinh dén 12% (khéi lugng/thé tich) hodc cao hon, tt hon 1a
12% (khéi lwong/thé tich) hodc cao hon va 17% (khdi lugng/thé tich) hozic thip

hon, hodc cao hon t6t hon 14 12% (khdi lugng/thé tich) hodc cao hon va 15%
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(khdi luong/thé tich) hodc thap hon, va; c6 kha ning san xuit PGA c6 trong
luong phén tir trung binh khéi 13 300.000 hodc 16n hon, khi vi khuén hinh que
Bacillus subtilis dugc ciy dudi diéu kién 12 10% (khéi lwong/thé tich) theo ndng

d6 cia natri clorua.

(20) Vi khuén hinh que Bacillus subtilis dugc néu trong muc (18) hoic (19),
tao ra PGA c6 trong lugng phén tr trung binh khéi 13 300.000 hoic 16n hon, t6t
hon 13 500.000 hozc 16n hon, tét hon nita 12 1.000.000 hozc 16n hon, t6t hon nita
1a 2.000.000 hodc 16n hon, tét hon nita 13 5.000.000 hozc 16n hon, va t6t hon
nira 13 10.000.000 hozc 16n hon, va t6t hon 13 50.000.000 hodc nhé hon, khi vi
khudn hinh que Bacillus subtilis duoc ciy dudi diéu kién 14 10% (khéi lugng/thé

tich) theo ndng do cua natri clorua.

(21) Vi khuén hinh que Bacillus subtilis dwoc néu trong muc bit ky trong
s6 cac muc (18) dén (20) néu trén, trong d6 vi khudn nay tao ra PGA theo san
lwong 14 0,1 g/L/3 ngay hodc nhiéu hon, t6t hon 13 0,5 g/L/3 ngay hodc nhiéu
hon, t6t hon nita 14 1,0 g/L/3 ngay hoic nhiéu hon, t6t hon nita 13 5,0 g/L/3 ngay
hodc nhiéu hon, khi vi khudn hinh que Bacillus subtilis dugc ciy dudi didu kién

13 10% (khéi lwong/thé tich) hodc cao hon theo ndng d6 clia natri clorua.

(22) Vi khuén hinh que Bacillus subtilis dugc biéu hién theo muc bit ky
trong sb cac muc (18) dén (21) néu trén, ma c6 gen 16S rARN tuong ddng véi
trinh ty nucleotit dugc dua ra trong SEQ ID NO: 7 hoéc 8, trinh ty nucleotit co
tdt hon 12 99,75% hodc cao hon, tdt hon nita 14 99,85% hoic cao hon, hodc con
t5t hon nira 14 99,90% hoic cao hon tuvong dong véi trinh ty nucleotit dugc dua
ra trong SEQ ID NO: 7 hoic 8, hoc trinh ty nucleotit trong d6 t6t hon 13 1 dén
3 nucleotit, hoac t6t hon 1 1 nucleotit dugc x6a bd, dugc thay thé, dugc chén
va/hodc duge bd sung cho trinh ti nucleotit dugc dua ra trong SEQ ID NO: 7

hoéc 8.
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(23) Vi khuén hinh que Bacillus subtilis dugc bidu hién theo muc bat ky
trong sb cac muc (18) dén (22) néu trén, biéu hién cic dic tinh vi sinh vat hoc
duoc thé hién 5 Bang 1.

(24) Phuong phap diéu chinh trong lugng phan tir ctia PGA, trong d6 PGA
dugc san xuit boi phuong phap dugc bidu hién theo muc bat ky trong sb céc
muc (1) dén (17) néu trén dén trong luong phan ti thap, dé thu dugc axit poly-

gama-glutamic c6 trong lugng phéan tir mong mubn.
Vi du thue hién sang ché

Sau day, sdng ché s& duge thé hién chi tiét hon cliing véi su tham khao cac
vi du, nhung sang ché khong bi gii han & d6. Hon nita, chit phan tmg cé sin
thong thudng ¢ thé dugc sir dung cho chit phan tmg trong d6 nha san xuit

khoéng dugc biéu hién.

O day, cac trinh tu nucleotit cia cac moi dugce sir dung trong cac vi dy

duoc thé hién & Bang 2.
Béang 2
Mbi Trinh tu nucleotit SEQ ID NO
27f 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 1

1525t | 5’-~AAAGGAGGTGATCCAGCC-3’
rE1L 5.GTAGGAGTCTGGACCGTGT-3’
PI(-) |5-CCAGCAGCCGCGGTAATA-3>
926f 5. AAACTCAAAGGAATTGACGG-3’
2L 5*-GACTACCAGGGTATCTAATC-3’

AN bW

Vi du thir nghiém 1: Phuong phap dé thu dugc céc vi sinh vét tao thanh bao tir

Trong 15 mL 6ng hinh nén (m4 san phim 352096, dugc san xuit béi BD
(Becton, Dickinson and Company) Falcon), khodng 5 g mAu thuc phdm cia dua
chua, d4u hii, gia vi 1én men, natto hodc tuong tu co6 sin trén thi truong dugce

gom v tring, va 1% (khdi luong/thé tich) dung dich natri clorua cé nuéc (dugc
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khir tring) gip hai 14n khéi luong duoc bd sung nay cho mau nay. Nguyén liéu
tao thanh dugc nén nguoc véi bé mit rung clia May trén tiép xuc (loai MT-31,
dugc san xuit bdi Yamato Scientific Co., Ltd.), va dugc treo dé duoc tron déu,
va mAu tao thanh dugc cung cip dbi véi xtr 1y nhiét & 80°C trong 10 phut. Sau
d6, cac mau nay dugc pha lodng thich hop timg bude véi 1% (khéi luong/thé
tich) dung dich natri clorua c¢6 nuéc (duge khir triing), va ting miu ndy dugc rai
trén moi truong dé& do vi sinh vat (mdi trudng thach LB), moi trudng thach LB
duoc diéu chinh dén 10% theo ndng d6 cudi ciing ctia natri clorua (méi trudng
LB + 10% NaCl), m6i truong thach GAM, dugc stra d6i (tén thuong mai:
“Nissui”, dugc san xuit boi Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.), hodic méi trudng

thachM+Yex nhu dugc thé hién & cac Bang 3 dén 6.

Moi truong thach nay dugce cung cAp dé cy tinh ¢ 30°C trong 2 dén 5 ngay,
va sau do sy ting trudng va dang cua cac vi sinh vét trén moi truong thach duoc
quan sat. Sau do, sb doéng cac khudn lac don ma dugc ndi 1én trén tirng moi
truong thach dugc lya chon, va cac khuén lac duge lua chon duoc céy ria trén
mdi trudng thach clng loai trong d6 su tang trudng dugc xac nhén, va khuén lac
don dugc ndi 1én duge léy lam nhu mdt ching tinh khiét. Hon nita, chiing tinh
khiét ndy duoc truéng thanh trong loai mdi trudng gidng nhu ctia mdi trudng
thach, va do d6 da thu dwoc té bao vi khudn tao dich huyén phi trong moi
trudng long LB chira 20% (khéi lwong/thé tich) cta glyxerol, va nguyén liéu tao
thanh dugc bao quan lanh & -80°C.

Bang 3
0 As
MBoi truong Luria-Bertani (LB) luor{og/(tlﬁcléotlich)

Bacto tryptone (Becton, and Dickinson Company) 1,00
Ché4t chiét nim men (Becton, and Dickinson 0.50
Company) ’

Natri clorua (Wako Pure Chemical Corporation) 1,00
A-ga (Wako Pure Chemical Corporation) 1,50
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Bang 4

Bang 5

Bang 6

MOoi truong Luria-Bertani (LB) + 10% NaCl luq:f)g/(ﬁiiich)
Bacto tryptone (Becton, and Dickinson Company) 1,00
Chét chiét nim men (Becton, and Dickinson 0.50
Company) ’

Natri clorua (Wako Pure Chemical Corporation) 10,0
Aga (Wako Pure Chemical Corporation) 1,50
MBbi trromg thach GAM, dugc sira ddi 1ug;/og/(mk%6tifch)
MBoi truong gbe bot hdn hop nguyén liéu (Nissui 5.67
Pharmaceutical Co., Ltd.) ’
Moi truong thach M+Yex luqzog/(tlﬁéiiich)
Amoni sulfat 1,00
Chét chiét nAm men (Becton, and Dickinson 0.05
Company) ’
Glucoza 1,00
Ma-gié Sulfat Heptahydrat 0.05
(Wako Pure Chemical Corporation) ’
Mangan Sulfat Pentahydrat 0.003
(Wako Pure Chemical Corporation) ’
Dikali Hydrophosphat 0.10
(Wako Pure Chemical Corporation) - ’
Dinatri hydro phosphat, dodecahydrat 0.10
(Wako Pure Chemical Corporation) ’
Aga (Wako Pure Chemical Corporation) 1,50
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Vi du thir nghiém 2: Phuong phap chon lua vi khuén hinh que Bacillus subtilis
(D

Gibng (dugc bao quan lanh mau & -80°C) thu dugc trong vi du thit nghiém
1 dugce céy ria trén méi truong thach LB bing que cdy vo tring (m3 san phim
254410, duoc san xuét bdi Nunc Inc.). Nguyén liéu tao thanh duogc cung cap dé |
cdy tinh & 30°C trong 1 ngdy, va su ting truéng cla ting gibng duogc xac nhin
vé bén ngoai.

Tiép theo, timg gidng dugc truéng thanh trén méi trudng thach LB duge
cdy cho méi trudng thach M+Yex bang tim dugc khir tring trudc, va nguyén
liéu tao thanh dugc cung cip dé cdy tinh & 30°C trong 1 ngay, va su ting truéng

cua ting giong dugc xac nhan vé bén ngoai.

Sau d6, cac gibng dugc truong thanh trén mdi trudng thach M+Yex dugc
cly cho tdm thir nghiém hitu ich M/Glucoza dugc thé hién & Bang 7 va tim thir
nghiém hitu ich M/Tagatoza dugc thé hién & Bang 8, tuong Umg, va cic nguyén

lidu tao thanh dugc cung cip dé ciy tinh & 37°C trong 1 dén 3 ngay.

Trong vi du thit nghi€m nay, su tdng truéng trén tdm thtr nghiém hitu ich
dugc quan sat vé bén ngoai, va mot gidng trong d6 dang khuén lac 1 chét chi thi
cua su tang truong dugc quan sat trong tdm thir nghiém hitu ich M/Glucoza, va
khong duoc quan sat thiy trén tdm thir nghiém hitu ich M/Tagatoza dugc lua

chon nhu mét giéng tng ctr vi khuin hinh que Bacillus subtilis.

Bang 7
) 0 e 2
Tam thir nghiém hiru ich M/Glucoza 4 (khiliiﬁgm g/thé
Amoéni sulfat 1,00
D-Glucoza 1,00
Ma-gié Sulfat Heptahydrat 0.05
(Wako Pure Chemical Corporation) ’
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TAm thtr nghiém hitu ich M/Glucoza 7 (khétlliﬁyn g/the
Mangan Sulfat Pentahydrat 0.003
(Wako Pure Chemical Corporation) ’
Dikali Hydrophosphat 0.10
(Wako Pure Chemical Corporation) ’
Dinatri hydro phosphat, dodecahydrat 0.10
(Wako Pure Chemical Corporation) ’
A-ga (Wako Pure Chemical Corporatibn) 1,50

Bang 8

TAm thir nghiém hitu ich M/Tagatoza e (khilligyn g/the
Amoni sulfat ' 1,00
D-Tagatoza 1,00
Ma-gié Sulfat Heptahydrat 0.05
(Wako Pure Chemical Corporation) ’
Mangan Sulfat Pentahydrat 0.003
(Wako Pure Chemical Corporation) ’
Dikali Hydrophosphat 0.10
(Wako Pure Chemical Corporation) ’
Dinatri hydro phosphat, dodecahydrat 0.10
(Wako Pure Chemical Corporation) ’
A-ga (Wako Pure Chemical Corporation) 1,50

Vi du thir nghiém 3: Phuong phap chon Iya vi khuén hinh que Bacillus subtilis
2)

C4c mAu bao quan - glyxerol dugc diéu ché trong vi du thir nghiém 1 duoc
pha loang 30 14n véi dung dich dém 1 mM TE (pH 8,0), ma dugc st dung nhu
mdt méu, va PCR dugc thuc hién st dung mdi 27f vamdi 15251 dugce thé hién &
Béng 2 dé khuéch dai manh ADN nim trong khoang tir 1,5 kb trong viing gen
16S rARN. Déi v6i ADN polymeraza, TaKaRa LA Taq (dugc san xuit boi
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TaKaRa Bio) dugc st dung. Sau khi lam bién tinh mdu ADN & 95°C trong 5
phut, 30 chu ki ctia 95°C trong 1 phut, 55°C trong 30 gidy, va 72°C trong 2 phut

duge thuc hién, tiép theo biang cich nung néng & 72°C trong 2 phit.

Trinh tir nucleotit ADN 14 550 bp trén manh ADN d4 thu dugc nim trong
khoang tir 1,5 kb trong ving gen 16S rARN duoc xac dinh bang cach st dung

mdi 27f dwoc thé hién & Bang 2.

M3u cho sur phén tich sép xép thi tu & didu ché bing b dung cu Big Dye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (duoc san xuét boi Applied Biosystems),
theo giao thtrc kém theo. P5i vdi su tinh ché miu trude khi phan tich, bd dung
cu Montage SEQ (dugc san xuét bdi MILLIPORE) duoc st dung. Sau do, su
phén tich trinh tr clia cic mAu trinh tu duoc diéu ché duoc thuc hién béng cach
st dung bo sép xép trinh ty ADN (tén thuong mai: ABI 3100 Genetic Analyzer,

dugc san xuit boi Applied Biosystems), va trinh tu nucleotit dugc xac dinh.

Péi véi su tim kiém twong ddng trinh tur, “BLAST co ban” trong “BLAST”
trong nhan chon “Nucleotit” cia co s& dit liéu cong khai NCBI (Trung tdm
théng tin cong nghé sinh hoc quéc gia, http://www.ncbi.nlm.gov/) duge sir dung,
va “nucleotit mam” duoc lua chon tir chuong trinh BLAST. Su tim kiém tuong
déng duoc thuc hién béng cach dinh r6 “Cac trinh tu bd gen tham khao
(refseq_genomics)” nhu co sé dit liéu ddi tuong tim kiém, va “Céc trinh tu

tuong déng cao (megablast)” nhu mdt chuong trinh chon lya.

Tir céc két qua da thu dugc, gibng ma dugc xac dinh nhu vi khuin hinh que
Bacillus subtilis 1 gidng c6 tinh twong ddng cao nhéit trong vi du thir nghiém
nay, va c¢6 98,9% hoic cao hon twong ddng véi trinh tur giita 550 bp trong d6
trinh tu duoc biéu hién néu trén duogc xac dinh va giéng chudn vi khuén hinh
que Bacillus subtilis (gidng vi khuén hinh que Bacillus subtilis DSM 10) tuong
duong thém vao dugc lya chon nhu mét giéng tmg cir vi khudn hinh que

Bacillus subtilis.
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Vi du thir nghiém 4: Phuong phép chon lua vi khuin hinh que Bacillus subtilis

tao ra PGA dudi didu kién ma khéng bd sung axit glutamic

Té bao vi khudn duge béo quén lanh dugc gom tir cac mau dugc bao quan
lanh ma duge thira nhan nhu vi khuén hinh que Bacillus subtilis trong cac vi du
thir nghiém 2 va 3 bing cach st dung que ciy vo tring (ma san phdm 254410,
duogc san xut boi Nunc Inc.), va t& bao dugc ciy trong 5 mL ctia moi trudng
16ng LB, va nguyén lidu tao thanh dugc cung cdp dé ciy lac & 30°C trong 24 gid.
Nguyén liéu tao thanh dugc 14y 1am moéi trudng nudi gibng, va 1% (thé tich/thd
tich) cua ching dugc cdy trong 30 mL cta mdi truong dé san xuit PGA ma
khong bd sung axit glutamic [thanh phdn mdi trudng: 7,5% glucoza, 1,8% ‘
améni clorua, 0,5% chét chiét nAm men, 0,035% ma-gi€ sulfat heptahydrat,
0,005% mangan sulfat tetrahydrat dén pentahydrat, 100 mM la axit 3-
morpholinopropanesulfonic (duoc diéu chinh d¢én pH 7,0 véi kali hydroxit, duoc
san xuit boi Dojin Chemical Laboratory)], va méi trudng ndy dugc cung cip dé

cdy lic & 37°C trong 72 gid.

Sau khi hoan thanh viéc cdy, trong luong phéan tir PGA duoc bao gdm trong
dich huyén pht nuéi cdy dugc xac dinh theo phuong phéap duoc thé hién & vi du
do 1 dugc bidu hién duéi day. Két qua 13, gibng trong d6 mdt phan nhd nudc
gi4i hap ctia nguyén lidu polyme cé su hdp thu cia UV 210 nm duogc giy ra tir
PGA duoc tim thiy trong dich huyén phil nuéi cdy dugc lya chon nhu mét gidng
tg ctr vi khudn hinh que Bacillus subtilis ma c6 thé dé san xuit PGA dudi diéu

kién ma khéng b sung axit glutamic.
Vi du thtr nghiém 5: Phuong phap chon lya vi khudn hinh que Bacillus subtilis
c6 tinh khang véi ndng d6 mudi cao (1)

Céc miu dugc bao quan lanh cia céc gidbng ma duoc thira nhin nhu vi
khuén hinh que Bacillus subtilis trong céc vi du thir nghiém 2 va 3, va hon nita

duge lua chon nhu sy san xuit PGA giéng ung cu vi khuén hinh que Bacillus
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subtilis trong vi du thir nghiém 4, va cdc mau dugc bao quan lanh cia cac gidng
chuén vi khudn hinh que Bacillus subtilis var. natto da biét cong khai (gidng
NBRC 16449, gibng NBRC 3336 va gidng NBRC 3936) ma di thu duoc tir
Vién Péanh gia va Cong nghé Qudc gia Nhat Ban, va duge didu ché theo quy
trinh giéng nhu & vi du thir nghiém 1 timg mau dugc ciy cho mdi trudng 1ong
LB+10% NaCl dé 1a 1 x 10® dn 1 x 10* t bao/mL, va cic nguyén lidu tao
thanh duogc cung cip dé cy lic & 37°C trong 24 gid. Sau khi cly lic, mau dich
mdi trudong nudi cdy duoc pha lodng thich hop véi 1% (khdi lwong/thé tich)
dung dich natri clorua c6 nuéc, va do hép thu 13 600 nm (OD600) ctia mdi
truong céy long, dong vai tro nhu mot chét chi thi cua su tang trudng, dugc do
bing céach sir dung miy do anh phé (loai U-2900, dugc san xuét béi Hitachi
High-Technologies Corporation).

Két qua 13, khong c6 su ting vé d6 hdp thu dugc quan sat trong gidng
chuén vi khudn hinh que Bacillus subtilis var. natto. Dudi didu kién thir nghiém
nay, sau gidng trong d6 su ting vé do hép thu dugc quan sat duge lya chon nhu
céc gidng vi khudn hinh que Bacillus subtilis ¢6 tinh khang véi néng d6 mubi
cao, va cd kha nidng san xudt PGA c6 trong luong phan tir cao dudi céc didu

kién nong d6 mudi cao.

Vi du thir nghiém 6: Phuong phap thit nghiém dénh gia d6i v6i ndng d6 mudi

gi6i han tang truéng d6i v6i gibng g cir vi khudn hinh que Bacillus subtilis

MBoi trudng nudi giéng duoc didu ché bang cach cdy gidng vi khuén hinh
que Bacillus subtilis var. natto NBRC 3336 nhu mot gidng chudn va gidng tng
ctt vi khuén hinh que Bacillus subtilis bang cach sir dung mdi truong 1éng LB
duéi didu kién gidng vé6i vi du thir nghiém 4.

Tiép theo, moi truong LB trong d6 ndng do6 cudi cling cua natri clorua dugc
didu chinh 13 10% (khéi lugng/thé tich), 12% (khdi luong/thé tich), 13% (khi
luong/thé tich), 14% (khdi lugng/thé tich), 15% (khdi lugng/thé tich) hodc 16%
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(khéi luong/thé tich) dugc didu ché, va méi truong nudi gibng duge biéu hién &
trén duogc céy thém véo dé dat 0,05 trong do hép thu ban dau, va nguyén liéu tao
thanh duge cung cip dé ciy lic & 37°C trong 2 ngay. Trong qua trinh chy lac
nay, dich moi truong nudi ciy dugc gom tam thoi, mau dich méi trudng nudi
cdy duoc pha logng thich hop véi dung dich natri clorua c6 nuéce (dung dich
natri clorua cé nudc c6 ndng d gibng nhu trong méi trudng duge st dung), sau
d6 d6 hép thu 1a 600 nm (OD600) ctia méi trudng cdy léng, déng vai trd nhu
mdt chét chi thi cta sy ting trudng, dugc do bang cach sir dung may do anh phd

(loai U-2900, dugc san xuét bai Hitachi High-Technologies Corporation).

Vi du tht nghiém 7: Thit nghi€ém xéac nhén vé n(“)ng dd mudi gidi han tang

trudng dbi véi duge lya chon vi khuén hinh que Bacillus subtilis

MBoi trudng nudi gidng duge didu ché bang cach ciy giéng tmg cir vi khuén
hinh que Bacillus subtilis c6 tinh khang v6i ndng d6 mubi cao bang cach st
dung moi truong 1ong LB + 10% NaCl duéi diéu kién gibng vé6i vi du thir

nghiém 5.

Tiép theo, moi trudng nudi giéng duoc biéu hién & trén dugc céy vao moi
truong TSB (Trypticase Soy broth, dugc san xuit boi Becton, and Dickinson
Company) trong d6 ndéng do cudi cling cla natri clorua duge diéu chinh dén
10% (khéi lugng/thé tich), 12% (khdi lugng/thé tich), 14% (khéi lugng/thé tich),
15% (khéi lugng/thé tich), 16% (khdi lugng/thé tich), 17% (khéi lugng/thé tich),
18% (khéi luong/thé tich), 19% (khdi lugng/thé tich) hoic 20% (khdi lugng/thé
tich) dé dat 0,1 trong d6 hip thu ban dau, va nguyén lidu tao thanh dugc cung
chp dé cly lic & 37°C trong 2 ngdy. Viéc cdy lic dugc thuc hién, va sau d6 canh
truong cdy mau duoc gom vio ngay thir hai dé tir khi bat dau cdy va dugc pha
loéing thich hop véi 10% (khdi lugng/thé tich) dung dich natri clorua c6 nuéc, va

d6 hap thu 12 600 nm (OD600) ctia mdi trudng cdy, déng vai trd nhu mét chét
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chi thi cia su ting trudng, duoc do bang cach st dung may do anh phd (loai U-

2900, duoc san xuit béi Hitachi High-Technologies Corporation).

Trong vi du thtt nghiém nay, ndng d6 mudi trong dé dd hép thu cia dich
mdi trudng nudi cdy duoc cdy & ngay thir hai it nhét cao gip hai 14n so véi do
hép thu clia méi tuong nudi gidng ban dau duoc x4c dinh 13 néng d6 gidi han
ting trudng dbi v6i gidng.
Vi du thir nghiém 8: Thir nghiém x4c nhan vé néng d6 mudi ting truéng téi wu

d6i véi vi khuén hinh que Bacillus subtilis duoc lua chon

MBoi trudmg nudi gidng duge diéu ché bang cach ciy gidng tmg cir vi khudn
hinh que Bacillus subtilis c6 tinh khang véi ndéng d6 mudi cao bang cach sir
dung mdi trudng léng LB + 10% NaCl dudi diéu kién giéng véi vi du thir

nghiém 5.

Tiép theo, méi trudng TSB trong d6 khéng c6 natri clorua dugc bb sung
thém vao hoic ndng dd cudi cling ctia natri clorua duoc diéu chinh dén 1% (khéi
lugng/thé tich), 2% (khéi lugng/thé tich), 3% (khéi lugng/thé tich), 4% (khbi
lugng/thé tich), 5% (khéi luong/thé tich), 6% (khdi luong/thé tich), 7% (khdi
luong/thé tich), 8% (khdi lrong/thé tich) hodic 10% (khdi lugng/thé tich) duoc
didu ché, va timg nguyén liéu tao thanh duoc phan phéi 1én dia vcéy 96 giéng
tron (sb kiéu: 3870-096, dugc san xuat bsi IWAKI) véi thé tich 200 pL cho timg
giéng. Mbi trudng nudi gibng duoc bidu hién & trén duge cdy thém vao dé dat
0,05 trong d6 hip thu ban diu trong timg giéng, va nguyén liéu tao thanh duogc
cung cip dé ciy lic & 37°C trong 24 gid bing cach st dung diu doc Bio
Microplate (loai HiTS-S2, duoc san xuét bdi Scinics Corporation).

Trong diu doc Bio Micropléte, nguyén liéu tao thanh duoc lic & 150
vong/phut, va d hip thu 1a 600 nm (OD600) duogc do qua thdi gian & khoang
thoi gian 1a 30 phut bing may loc giao thoa. Ty 18 té bio ting truéng vi khudn

tbi da trong sudt thir nghiém ciy dugc xac dinh béng cach tinh su ting vé do hép
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thu cho timg don vi thoi gian tir gi tri ctia d6 hap thu do d6 da thu dugc, va lay

ty 18 nay 1am ty 18 t& bao ting trudng vi khudn (AOD600/gid).

Trong vi du thir nghiém nay, ndng d6 mudi tir gia tri t6i da (gia tri tdi da trir
0,2) theo ty 1 té bao ting trudng vi khun (AOD600/gidy) duoc x4c dinh 13 ndng
d6 muébi ting trudng tdi vu.
Vi du 1: Céc dac trung cia vi khuén hinh que Bacillus subtilis dugc lua chon

Céc dic trung ting trudng cla cic giéng vi khuén hinh que Bacillus subtilis
(gidng vi khudn hinh que Bacillus subtilis KSM-FFA610, giéng vi khuin hinh
que Bacillus subtilis KSM-FFA631, giéng vi khuin hinh que Bacillus subtilis
KSM-FFB406, gidng vi khuan hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB425, gidng
vi khudn hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB540, gidng vi khuén hinh que
Bacillus subtilis KSM-FFB553) thu duoc biang cic phuong phép duoc thé hién &
céc vi du thir nghiém 1 dén 8, va c6 tinh khang véi ndng d6 mubi cao va viéc

san xuit PGA dugc thé hién & cic Bang 9 dén 13.

Bang 9
X .k Kha néng tang .

50 giong truéng (OD600) Chay
NBRC 16449 Vi du so sanh
(gidng chudn vi khudn hinh que 0,00
Bacillus subtilis var.natto)
NBRC 3336 Vi du so sanh
(gidbng chudn vi khuén hinh que 0,00
Bacillus subtilis var.natto)
NBRC 3936 Vi du so sanh
(gibng chudn vi khudn hinh que 0,00
Bacillus subtilis var.natto)
KSM-FFA610 (gibng vi khuin 33 Sang ché hién tai
hinh que Bacillus subtilis) ’
KSM-FFA631 (gibng vi khun 544 Sang ché hién tai
hinh que Bacillus subtilis) ’
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Lz Kha nang tang .

50 giong truéng (OD600) Chay
KSM-FFB406 (giéng vi khuin 0.7 Sang ché hién tai
hinh que Bacillus subtilis) ’

KSM-FFB425 (gibng vi khuin 3.09 Sang ché hién tai
hinh que Bacillus subtilis) ’
KSM-FFB540 (giéng vi khuén 576 Sang ché hién tai
hinh que Bacillus subtilis) ’
KSM-FFB553 (giéng vi khudn 595 Sang ché hién tai
hinh que Bacillus subtilis) ’

Bang 9 thé hién cac két qua cta vi dy thir nghiém 5.

Nhu duoc thé hién & Bang 9, khi gidng duoc cy trong méi trudng 16ng LB
chura natri clorua & néng do cao, do he‘ip thu Ia béng hoéc thép hon gidi han do
trong giéng chudn vi khudn hinh que Bacillus subtilis var. natto dugc st dung
nhu mot d6i ching va khong quan sat duoc sy ting truéng. Nguoc lai, trong cac
giéng vi khuén hinh que Bacillus subtilis dugc lya chon trong céac vi du thir
nghiém 2 dén 4, céc gidng c6 dd hap thu (OD600) vuot qua 0,5 (twong duong
v6i 1 x 107 t& bao/mL) duoc tim thiy duéi diéu kién thir nghiém duoc thé hién
trong vi du thtr nghiém 5.

Tur céc két qué duge biéu hién & trén, duogc xac nhan rﬁng giéng vi khudn
hinh que Bacillus subtilis ctia sing ché 1a gidng c6 tinh khang v6i ndng d6 mudi
cao ma c6 thé ting truéng & ndng d6 mudi trong d6 sy ting trudng 13 khong thé

tao thanh trong gidng chuan vi khun hinh que Bacillus subtilis var. natto.

Bang 10: Su so sanh vé& mirc d6 ting trudng duoc ciy trong 1 ngay (24 gid)

o Nbng d6 NaCl (%)
S gibng Chu ¥
10 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16

NBRC 3336 | 0,47 | 0,04 | 0,01 | 0,02 | 0,04 | 0,05 Vi dusoisénh

KSM-FFA610 | 2,52 | 3,43 | 2,61 | 0,33 | 0,04 | 0,05 | Sang ché hién tai
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o Nong d6 NaCl (%)
So giong : Chuy
10 |12 |13 | 14 | 15| 16

KSM-FFA631 | 3,17 | 3,66 | 2,26 | 0,12 | 0,17 | 0,05 | Sang ché hién tai
KSM-FFB406 | 3,23 | 3,34 | 1,82 | 0,37 | 0,04 | 0,04 | Sang ché hién tai
KSM-FFB425 | 3,03 | 3,37 | 0,56 | 0,26 | 0,03 | 0,04 | Sang ché hién tai
KSM-FFB540 | 2,95 | 3,54 | 0,69 | 0,21 | 0,03 | 0,04 | Sang ché hién tai
KSM-FFB553 | 2,83 | 3,47 | 1,07 | 0,23 | 0,03 | 0,04 | Sang ché hién tai

Bang 11 Su so sanh v& mirc d6 ting trudng dugc cdy trong hai ngay (48 gi®y)

o Nong d6 NaCl (%)
SO giong Chuy
10 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16

NBRC 3336 | 1,37 | 0,15 | 0,00 | 0,00 | 0,12 | 0,09 |  Vidu so séanh
KSM-FFA610 | 1,07 | 1,97 | 2,14 | 3,82 | 1,00 | 0,08 | Séng ché hién tai
KSM-FFA631 | 1,36 | 1,97 | 1,95 | 2,44 | 0,18 | 0,09 | Sang ché hién tai
KSM-FFB406 | 1,45 | 2,21 | 2,34 | 1,94 | 0,20 | 0,06 | Sang ché hién tai
KSM-FFB425 | 1,38 | 2,06 | 2,03 | 0,97 | 0,30 | 0,08 | Séng ché hién tai
KSM-FFB540 | 1,32 | 2,03 | 1,95 | 1,17 | 0,23 | 0,07 | Séang ché hién tai
KSM-FFB553 | 1,37 | 2,01 | 1,90 | 2,54 | 0,22 | 0,06 | Sang ché hién tai

Céc Bang 10 va 11 thé hién céc két qua ctia vi du thir nghiém 6.

Nhu duoc thé hién & Bang 10, trong khi do hép thu 1a khoang 0,5 trong

gibng chudn vi khuén hinh que Bacillus subtilis var. natto (gidng NBRC 3336)

dugc st dung nhu mot doi ching dudi di€u kién ctia nong do cudi cung cia natri

clorua 13 10% (khéi luong/thd tich) vao ngdy ciy tht nhét, tit ca trong sb cac

gibng vi khudn hinh que Bacillus subtilis ctia sang ché da thé hién gia tri vuot

qué 2,0 trong d6 hip thu.
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Hon nita, duéi didu kién ciia nong do cubi ciing cla natri clorua 1a 13%
(khéi lugng/thé tich), trong khi sy ting truéng cla cac té bao vi khudn khong
dugc quan sat trong gibng chuédn vi khudn hinh que Bacillus subtilis var. natto
duoc st dung nhu mot déi ching, gidng vi khudn hinh que Bacillus subtilis ciia

sang ché d4 thé hién gia tri vuot qua 0,5 trong dd hip thu.

Tir cac két qua duge biéu hién & trén, dugc x4c nhén rang giong ung cir vi
khuan hinh que Bacillus subtilis cia sang che 1a giong cé tinh khang ndng do

muoi cao cao hon giong chuén vi khuan hinh que Bacillus subtilis var. natto.

Nhu duge thé hién & Bang 11, trong khi su ting trudng cla céc té bao vi
khudn khéng dugc quan sit trong gibng chuan vi khudn hinh que Bacillus
subtilis var. natto dugc st dung nhur d6i chimg, dudi diéu kién cua ndng do cudi
cung cua natri clorua la 13% (khdi lugng/thé tich) vao ngay cdy thir hai, tit ca
trong sb cac gibng vi khuin hinh que Bacillus subtilis cia séng ché thé hién gia

tri vugt qua 1,5 trong 46 hép thu.

Hon thé nita, giéng vi khuin hinh que Bacillus subtilis cta sang ché thé hién gia
tri vuot qua 0,5 trong do hép thy, dudi didu kién cta ndng d6 cudi cling ciia natri
clorua 13 14% (kh&i lwong/thé tich).

Tir cac két qua dugc bidu hién & trén, duge x4c nhén rang gidng tmg cir vi
khuén hinh que Bacillus subtilis clia sing ché 1a gibng co tinh khang ndng do
mudi cao hon gidng chudn vi khuan hinh que Bacillus subtilis var. natto.

Bang 12 Muc d¢ tang trudng cua céc gidng cua vi khudn hinh que Bacillus

subtilis dugc lua chon (ngdy ciy thir hai)

Nong d6 NaCl (%)

S6 gidng
10 | 12 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

KSM-FFA610 | 1,33 | 1,06 | 2,94 | 1,55 0,35 | 0,58 | 0,32 | 0,06 | 0,04

KSM-FFA631 | 2,88 |2,30|2,15|0,85| 0,35 | 0,10 | 0,04 | 0,04 | 0,03
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Nong d6 NaCl (%)

S gibng
10 | 12 | 14 | 15 16 17 | 18 | 19 | 20

KSM-FFB406 | 1,80 | 2,47 | 1,58 | 0,83 | 0,32 0,12 0,09 | 0,08 | 0,08

KSM-FFB425 | 233 | 1,32 2,51 1,13 0,56 | 0,30 | 0,11 | 0,06 | 0,06

KSM-FFB540 | 1,99 | 1,28 | 2,54 | 1,11 | 0,58 | 0,37 | 0,18 | 0,09 | 0,09

KSM-FFB553 | 1,87 | 1,02 | 2,64 | 1,43 | 0,56 | 0,38 | 0,15 | 0,10 | 0,10

Bang 12 thé hién cac két qua ctia vi du thir nghiém 7.

Nhu duoc thé hién & Bang 12, trong thir nghiém ting trudng & ndng do
mubi cao st dung moi truong TSB, trong gidng vi khuén hinh que Bacillus
subtilis cta sang ché, d6 hip thu vao ngay cy thir hai c6 gia tri 16n gip hai lan
hodic cao hon gia tri trong khi nudi giéng duéi cac didu kién 1a 16% (khéi
luong/thé tich), theo ndng dd cubi cling cia natri clorua, ddi véi giéng KSM-
FFA631 va gibng KSM-FFB406, 17% (khbi lwong/thé tich) d6i véi gibng KSM-
FFB425, gidng KSM-FFB540 va gidng KSM-FFB553, va 18% (khéi luong/thé
tich) ddi véi gibng KSM-FFA610.

Tur cac két qua duge biéu hién & trén, duoc xac nhén ring gidng vi khudn
hinh que Bacillus subtilis cta sang ché c6 ndng do gidi han ting trudng dbi véi
natri clorua 1a tir 16 dén 18% (khdi luong/thé tich), trong thir nghiém x4c nhan

vé ndng d6 mudi giéi han ting trudng st dung moi truong TSB.

Bang 13: Ty 18 ting trudng clia céc giéng dugc lua chon cta vi khudn hinh que

Bacillus subtilis (AOD600/gio)

Néng d6 NaCl (%)

S6 gibng
0 1 2 3 4 5 6 7 8 | 10

KSM-FFA610|0,35(0,41 {0,43|0,45|0,45|0,39(0,31|0,29|0,25 | 0,19

KSM-FFA631 0,47 | 0,43 | 0,40 | 0,39 0,350,27{0,20|0,19| 0,15 0,11
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Néng d6 NaCl (%)

S gibng
0 1 2 3 4 5 6 7 g8 | 10

KSM-FFB406 | 0,48 | 0,50 | 0,49 | 0,47 | 0,44 | 0,39 0,31 | 0,41 | 0,33 | 0,18

KSM-FFB425 | 0,49 | 0,47 | 0,46 | 0,43 | 0,40 | 0,32 0,30 | 0,24 | 0,49 | 0,39

KSM-FFB540 | 0,51 | 0,49 | 0,47 | 0,42 |0,40| 0,36 { 0,29 | 0,37 | 0,40 | 0,27

KSM-FFB553 | 0,50 0,48 | 0,48 | 0,47 0,43 |0,36 0,31 0,27 | 0,26 | 0,24

Bang 13 thé hién cac két qua ciia vi du thtr nghiém 8.

Nhu duge thé hién & Bang 13, giéng vi khudn hinh que Bacillus subtilis
cua sang ché ¢6 gia tri 1a 0,3 dén 0,5 theo ty 1€ té bao tang trudng vi khudn
(AOD600/gidy) dudi cac didu kién bd sung ctia sy tu bd sung hodc dén ndng do
natri clorua cudi cing 13 6% (khéi lugng/thé tich) (nhiét d6 phong) trong thlr

nghiém v& ndng d6 mudi ti uu ting truéng st dung mdi trudng TSB.

Tir cac két qua dugc biéu hién & trén, dugc xdc nhén rz"mg, trong thir
nghiém xéc nhén vé ndng d6 mudi tbi wu ting truéng déi v6i vi khuén hinh que
Bacillus subtilis dugc lua chon st dung méi truong TSB lién quan dén gidng vi
khuén hinh que Bacillus subtilis ciia sang ché, ndng do t6i wu ting trudng cla
natri clorua 12 0 dén 5% (khdi luong/thé tich) trong gidng vi khuan hinh que
Bacillus subtilis KSM-FFA610, 0 dén 4% (khéi luong/thé tich) trong gidng vi
khuan hinh que Bacillus subtilis KSM-FFA631, 0 dén 5% (khdi lugng/thé tich)
trong giéng vi khuan hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB406, 0 dén 4% (khodi
lwong/thé tich) trong gidng vi khudn hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB425, 0
dén 5% (khdi lugng/thé tich) trong gidng vi khuan hinh que Bacillus subtilis
KSM-FFB540, va 0 dén 5% (khéi luong/thé tich) trong gidng vi khuin hinh que
Bacillus subtilis KSM-FFB553.

Vi du 2: Su nhan dang vé céc loai vi khuan dya vao céc dic tinh vi sinh vét hoc,

va sy phan tich vé trinh tr nucleotit 12 gen 16S rARN
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Céac dic tinh vi sinh vt hoc ciia cac gidng vi khuan hinh que Bacillus
subtilis dugc bidu hién & trén (giéng vi khudn hinh que Bacillus subtilis KSM-
FFA610, giéng vi khuin hinh que Bacillus subtilis KSM-FFA631, gibng vi
khudn hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB406, gidng vi khudn hinh que
Bacillus subtilis KSM-FFB425, gibng vi khuan hinh que Bacillus subtilis KSM-
FFB540, giéng vi khuan hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB553) duoc kiém tra
chi tiét. Bang 14 thé hién céc két qua.

Hon nita, cc loai vi khudn dugc nhan dang trén cac giéng vi khuén hinh
que Bacillus subtilis dugce biéu hién & trén dua vao su phan tich vé trinh tu

nucleotit ctia gen 16S rARN theo vi du do 4 dudi day. Cac két qua dugc thé hién

¢ Bang 15.
Bang 14
Dang Dang roi
Pic tinh nhudm vi khuin gram +
Su hinh thanh bao tir : +
Di dong +

khuén lac (méi truong thach o .
Dang khuan lac ( g e Dang tron, mau kem, nhét

LB)

Thir nghiém nhiét d6 ting trudng jzg 2:
Phén tmg Catalaza +
Phan tng Oxidaza +
Séan xut axit/khi tir Glucoza -/-
Thir nghiém O/F (su oxy héa/su 1én n

men)

Nhu duogce the hién & Bang 14, tat ca trong so cac giong vi khuan hinh que
Bacillus subtilis dugc biéu hién & trén dugc xac nhan cé cac dac tinh vi sinh vét

hoc ctia vi khuén hinh que Bacillus subtilis.
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Bang 15
Gibng tcirhz; ﬁg;t(r;r}x)l; ?gng?;% Céc két qua nhan dapg
KSM-FFA610 1.475 100 | Vi khuén hinh que Bacillus subtilis
KSM-FFA631 1.475 99,93 | Vi khudn hinh que Bacillus subtilis
KSM-FFB406 1.475 100 Vi khudn hinh que Bacillus subtilis
KSM-FFB425 1.475 99,93 | Vi khudn hinh que Bacillus subtilis
KSM-FFB540 1.475 99,93 | Vi khudn hinh que Bacillus subtilis
KSM-FFB553 1.475 99,93 | Vi khudn hinh que Bacillus subtilis

Nhu duoc thé hién & Bang 15, két qua cta sy phén tich d6 tuong dong dua
vao trinh tu nucleotit cia gen 16S rARN, ro réng.réng tat ca trong sb cac gidng
duoc biéu hién & trén ¢6 trinh tu nucleotit cia gen 16S rARN c6 do tuong déng
cao &1 99,9% hoic cao hon véi gibng vi khudn hinh que Bacillus subtilis DSM
10.

Do d6, cac gibng vi khuén hinh que Bacillus subtilis dugc biéu hién & trén
duoc dénh gi 12 vi khun hinh que Bacillus subtilis tir cac két qua phan tich vé
trinh tu nucleotit cda gen 16S rARN két hop véi cac déc tinh vi sinh vat hoc.

Luu y rang, gidng vi khuén hinh que Bacillus subtilis KSM-FFA610 duoc
ndp luu véi Ngan hang luu gii gidng vi sinh vt séng ché NITE, Vién Panh gia
va Céng nghé Qudc gia Nhat Ban (dia chi: 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi,
Chiba, Japan) vao ngay 2 thang 6 nim 2016, theo s6 truy cap 1a NITE BP-02276.

Ngoai ra, gidng vi khuén hinh que Bacillus subtilis KSM-FFA631 dugc
ndp luu v6i Ngan hang luu gitt giéng vi sinh vat sang ché NITE, Vién Panh gia
va Cong nghé Quéc gia Nhat Ban (dia chi: 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi,

Chiba, Japan) vao ngdy 2 thang 6 nim 2016, theo sb truy cap la NITE BP-02277.

Ngoai ra, gidng vi khudn hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB406 dugc
ndp luu véi Ngan hang luu gil gibng vi sinh vat sang ché NITE, Vién P4nh gia
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va Cong nghé Qubc gia Nhat Ban (dia chi: 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi,

Chiba, Japan) vao ngay 2 thang 6 ndm 2016, theo s truy cép 1a NITE BP-02278.

Ngoai ra, giébng vi khuin hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB425 dugc
nép luu véi Ngéan hang luu giilr gidng vi sinh vit sang ché NITE, Vién Péanh gia
va Cong nghé Qudc gia Nhit Ban (dia chi: 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi,

Chiba, Japan) vao ngay 2 thang 6 ndm 2016, theo s truy cép 12 NITE BP-02279.

Ngoai ra, gibng vi khuin hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB540 dugc
nép luu véi Ngéan hang luu gilr gidng vi sinh vit sang ché NITE, Vién Péanh gi4
va Cong nghé Quéc gia Nhat Ban (dia chi: 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi,

Chiba, Japan) vao ngay 2 thang 6 nam 2016, theo s truy cép 1a NITE BP-02280.

Ngoai ra, giéng vi khun hinh que Bacillus subtilis KSM-FFB553 dugc
ndp luu véi Ngéan hang luu gilr gibng vi sinh v4t sang ché NITE, Vién Péanh gi4
va Cong nghé Qubc gia Nhat Ban (dia chi: 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi,

Chiba, Japan) vao ngay 2 thang 6 nam 2016, theo s truy cép 1a NITE BP-02281.

Vi du 3: Sy dénh gi4 ning sudt PGA dudi didu kién b sung mubi & néng d6 cao
(1)

Ning sudt PGA dudi cac diéu kién ndng dd mubi cao dugc danh gia bing
cach st dung cac gidng vi khuan hinh que Bacillus subtilis cia sang ché (gibng
KSM-FFA610, gibng KSM-FFA631, gibng KSM-FFB406, gidng KSM-FFB425,
gibng KSM-FFB540 va gidng KSM-FFB553) bang cach sir dung cic gidng
chuén vi khudn hinh que Bacillus subtilis var. natto d biét cong khai (gibng

NBRC 3336 va giébng NBRC 16449) nhur cac ddi chimg.

Mau dugc bao quan lanh cia giéng duge biéu hién & trén dugc thé hién
trong vi du thir nghiém 1 va mau dugc bdo quan lanh cta gidng chuin vi khuén
hinh que Bacillus subtilis var. natto dugc didu ché theo cic quy trinh tuong tu,
va moi truong 16ng LB dugc st dung dudi diéu kién cAy gibng vé6i vi du thir

nghiém 4, va cac nguyén li€u tao thanh dugc cung clp dé cly lic & 30°C trong
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24 gid. Nguyén liéu tao thanh dugce st dung nhu méi truong nudi gibng, va 1%
(thé tich/thé tich) cua ching dugc ciy trong 30 mL cta méi truong danh gia
ning suit PGA [thanh phin mdi trudong: 8,0% glucoza, 8,0% natri glutamat
monohydrat, 1,25% chét chiét nAm men, 1,0% amoéni sulfat, 0,2% ma-gié sulfat
heptahydrat, 0,003% mangan sulfat tetrahydrat dén pentahydrat, 0,7% dikali
hydro phosphat, 0,35% kali dihydro phosphat, va 7,3% (tuong duong véi 1,25
M) cla natri clorua hodc 10,2% (tuong duong v6i 1,75 M) cua natri clorual.

MBoi trudng nay duge cung cip dé ciy lic & 37°C trong 72 gid.

Sau khi hoan thanh viéc c_e”'ly, trong luong phan tir PGA dugc bao gém trong

dich huyén phii nudi cdy duoc xac dinh theo phuong phép dugc thé hién trong vi

du do 1 dugc bidu hién dudi day. Cac két qua duoc thé hién & Bang 16.

Bang 16
NaCl 1,25M | NaCl 1,75M
Gidng Nguon goc nang suét ning suét Chay
PGA (g/L) PGA (g/L)
gidng chudn vi khuin A . ,
NBRC hinh que Bacillus 2,7 Kyhong co su vi Eh'l 50
3336 7 tang truéng sanh
subtilis var.natto
giéng chuin vi khudn A . ,
NBRC hinh que Bacillus 3,2 @ong co su vi (,iu 50
16449 7 tang trudéng sanh
subtilis var.natto

KSM- Gidng c6 nguf}n gbec 397 36 Sang ché
FFA610 tir thyc pham ’ ’ hién tai
KSM- | Gibngco ngucf)n gbe 17.6 14 Sang ché
FFA631 tir thue pham ’ ’ hién tai
KSM- Gibng c6 ngu(f)n gbc 315 0.7 Sang ché
FFB406 tir thuc pham ’ ’ hién tai
KSM- Gidng c6 nguéjn gbe 33.0 6.8 Sang ché
FFB425 tir thuc pham ’ ’ hién tai
KSM- Gibng c6 nguén gbe 441 9.6 Sang ché
FFB540 tir thuc pham ’ ’ hién tai
KSM- Gidng c6 nguén gbec 46.8 10.8 Sang ché
FFB553 tir thuc pham ’ ’ hién tai
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Nhu dugc thé hién & Bang 16, gidng vi khuén hinh que Bacillus subtilis
ctia sang ché dugc biéu hién ning suit PGA tdt hon ning suét cta gidng chudn
vi khudn hinh que Bacillus subtilis var. natto ngay ca du6i diéu kién ndng do
mudi cao. Hon nita, giéng vi khudn hinh que Bacillus subtilis cua sang ché ¢6
thé san xuit PGA ngay ca duéi diéu kién chira natri clorua & ndng d6 cao nay
trong d6 su tang trudng 13 khéng thé dugc tao thanh trong gidng chudn vi khuin

hinh que Bacillus subtilis var. natto, va PGA khong thé dugc sén xuét.

Tir cac két qua dugc bidu hién & trén, vi khudn hinh que Bacillus subtilis
ctia sang ché duoc danh gia 1a vi khuin hinh que Bacillus subtilis ¢6 tinh khéang

v6i ndéng d6 mubi cao.
Vi du 4: Danh gi4 néng suit PGA duéi diéu kién bd sung mudi & néng dd cao
(2)

Ning sudt PGA dugc dénh gia bang cach st dung giéng KSM-FFB553 1a
gidng vi khuin hinh que Bacillus subtilis ctia sng ché dusi didu kién ctia ndng

d0 cao ctia mudi kim loai ¢6 héa tri mdt.

Moi trudng nudi gidng duoc diéu ché theo cach gibng véi vi du thie nghiém
4, va 1% (thé tich/thé tich) ctia ching dugc cy trong 30 mL cta mdi truong
d4nh gia ning suit PGA [thanh phdn méi truong: 8,0% glucoza, 8,0% natri
glutamat monohydrat, 1,25% chét chiét nAm men, 1,0% améni sulfat, 0,2% ma-
gié sulfat heptahydrat, 0,003% mangan sulfat tetrahydrat dén pentahydrat, 0,7%
dikali hydro phosphat, 0,35% kali dihydro phosphat, va 10,2% (tuwong duong véi
1,75 M) cua natri clorua hodc 11,2% (tuong duong véi 1,5 M) cta kali clorua].

MBbi trudng nay dugc cung cip dé ciy lic & 37°C trong 72 gid.

Sau khi hoan thanh viéc cdy, trong lugng phan tir PGA dugc bao gdm trong
dich huyén phi nudi ciy dugc x4c dinh theo phuong phép dugc thé hién trong vi

du do 1 dugc biéu hién duédi ddy. Cac két qua duoc thé hién & Bang 17.
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Bang 17
Thanh phan méi trudong KSM-FFB553
(Loai) (Nong dd) Ning suit PGA (g/L)
NaCl 1,75M 10,1
KCl 1,5M 33,3

Nhu dugc thé hién & Bang 17, duge x4c nhan rang gidng vi khuén hinh que
Bacillus subtilis ctia sang ché biéu hién ning suit PGA tuyét voi ngay ca dudi

diéu kién néng dd cao cua mudi kim loai cé héa tri mét.
Vi du 5: DPéanh gia ning sudt PGA duéi diéu kién bd sung mubi & ndng do cao
3)

Nang sudt PGA dugc danh gi4 bing cach sir dung gidng KSM-FFB553 1a
gidng vi khuin hinh que Bacillus subtilis clia sing ché duéi diéu kién ctia ndng

dd cao cua mudi kim loai c6 hoéa tri hai.

M06i truong nudi giéng duoc didu ché theo cach gibng véi vi du thir nghiém
4, va 1% (thé tich/thé tich) ctia ching dugc ciy trong 30 mL ciia méi trudng
danh gia nang sudt PGA [thanh phin méi truong: 8,0% glucoza, 8,0% natri
glutamat monohydrat, 1,25% chét chiét nAm men, 1,0% améni sulfat, 0,2% ma-
gié sulfat heptahydrat, 0,003% mangan sulfat tetrahydrat dén pentahydrat, 0,7%
dikali hydro phosphat, 0,35% kali dihydro phosphat, va 10,2% (tuong duong v6i
0,5 M) cta ma-gié clorua heptahydrat hodc 7,4% (tuong duong véi 0,5 M) cua
canxi clorua dihydrat]. M6i truong ndy dugc cung chp dé cly lic & 37°C trong
72 gio.

Sau khi hoan thanh viéc c_éy, trong luong phan tir PGA dugc bao gbm trong
dich huyén phi nudi ciy duoc xac dinh theo phuong phap dugc thé hién trong vi

du do 1 dugc bidu hién dudi day. Cac két qua dugc thé hién & Bang 18.
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Bang 18
Thanh phin méi trudng KSM-FFB553
(Loai) (Néng do) Ning sudt PGA (g/L)
MgCla 0,5M 20,4
CaCl, 0,5M 17,3

Nhu dugc thé hién & Bang 18, dugc x4c nhan rang giéng vi khuén hinh que
Bacillus subtilis cia sang ché biéu hién ning suat PGA tuyét voi ngay ca duéi

diéu kién ndng d6 cao cua mudi kim loai c6 héa tri hai.
Vi du 6: Do trong lugng phén tir cia PGA (1)

Trong lugng phén tir cia PGA dugc san xudt béi céc gibng vi khudn hinh
que Bacillus subtilis (gibng KSM-FFA610, gibng KSM-FFA631, giéng KSM-
FFB406, giéng KSM-FFB425, gibng KSM-FFB540, va giong KSM-FFB553)

cta sang che dugc do.

MBoi trudng nudi gidng duge didu ché theo cach gibng véi vi du thir nghiém
5, va 1% (thé tich/thé tich) ctia ching dugc ciy dén 30 mL cia mdi trudng danh
gid ning sudt [thanh phin mdi trudng: 8,0% glucoza, 8,0% natri glutamat
monohydrat, 1,25% chét chiét nAm men, 1,0% amoéni sulfat, 0,2% ma-gié sulfat
heptahydrat, 0,003% mangan sulfat tetrahydrat dén pentahydrat, 0,7% dikali
hydro phosphat, 0,35% kali dihydro phosphat, va 10,2% (twong duong v6i 1,75
M) ctia natri clorua]. Méi trudng nay dugc cung cép dé cly lic & 37°C trong 72
gio.

Sau khi hoan thanh viéc cdy, trong lugng phén tit PGA dugc bao gbm trong
dich huyén phu nudi cay dugc xac dinh theo phuong phép duge thé hién trong vi

du do 1 duogc bidu hién dudi day. Cac két qua duge thé hién & Bang 19.
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Bang 19
Gibng T%la‘mh phan méi .tru?b’ng Tr?ng 7lu7(,mg
(Nong d6 cia natri clorua) phan tir PGA
KSM-FFA610 1,75M 33.200.000
KSM-FFA631 1,75M 17.100.000
KSM-FFB406 1,75M 35.700.000
KSM-FFB425 1,75M 6.300.000
KSM-FFB540 1,75M 5.300.000
KSM-FFB553 1,75M 4.400.000

Nhu duge thé hién & Bang 19, dugc xac nhan rﬁng gidng vi khudn hinh que
Bacillus subtilis cta sang ché c6 thé san xuit PGA c6 trong lugng phén tir cao
ngay ca duéi diéu kién bd sung mubi & ndng do cao nay trong d6 sy ting truéng
13 khong thé duoc tao ra trong giéng chuén vi khuan hinh que Bacillus subtilis
var. natto. Hon thé nita, dugc x4c nhan réng PGA c6 trong luong phén tir cao c6
thé duge san xuét bing céach sir dung gidng cé tinh khang véi ndng d6 mubi cao

clia séng ché.
Vi du 7: Do trong luong phan tir cia PGA (2)

Trong lugng phan tir PGA dugc dénh gia bang cich sit dung gidng KSM-
FFB553 1 gibng vi khuén hinh que Bacillus subtilis clia sang ché nhu dugc thé
hién trong Vi du 1 duéi didu kién néng dd cao cta mubi kim loai c6 héa trj hai

hoac héa tri mot.

MBoi trudmg nudi gibng duge didu ché theo cach gidng véi vi du thir nghiém
4, va 1% (thé tich/thé tich) cta ching dugc cay trong 30 mL ciia mdi trudng
danh gi4 niang suit PGA [thanh phin moi trudong: 8,0% glucoza, 8,0% natri
glutamat monohydrat, 1,25% chét chiét nAm men, 1,0% améni sulfat, 0,2% ma-
gié sulfat heptahydrat, 0,003% mangan sulfat tetrahydrat dén pentahydrat, 0,7%
dikali hydro phosphat, 0,35% kali dihydro phosphat, va 11,2% (tuong duong véi
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1,5 M) cua kali clorua, 10,2% (tuwong duong voi 0,5 M) cia ma-gié clorua
heptahydrat, hodc 7,4% (twong duong véi 0,5 M) cua canxi clorua dihydrat].
MBoi trudng nay dugc cung cip dé ciy lic & 37°C trong 72 gio.

Sau khi hoan thanh viéc céy, trong luong phan tr PGA dugc bao g(‘Sm trong
dich huyén phu nudi céy dugce xéac dinh theo phuong phap dugce thé hién trong vi

du do 1 duoc biéu hién dudi day. Cac két qua duogc thé hién & Bang 20.

Bang 20
Thanh phin méi trudng KSM-FFB553
(Loai) (Loai) trong luong phan tt PGA
KCl 1,5M 3.300.000
MgCl, 0,5M 3.100.000
CaCl, 0,5M 3.400.000

Nhu dugc thé hién & Béang 20, dugc x4ac nhén réng giéng vi khudn hinh que
Bacillus subtilis clia sng ché c6 thé san xudt PGA c6 trong luong phan tir cao
dudi diéu kién cta néng d6 cao ctia mudi kim loai c¢6 héa tri hai hodc héa tri mét.
Vi du 8: Panh gi4 ning suit PGA dudi didu kién ma khong bd sung axit
glutamic |

Ning suit PGA duge danh gi4 bang cach sir dung cac giéng vi khuén hinh
que Bacillus subtilis cia sang ché (gibng KSM-FFA610, gibng KSM-FFA631,
gibng KSM-FFB406, gibng KSM-FFB425, giéng KSM-FFB540 va giéng KSM-
FFB553) dudi céc didu kién cta ndng d6 mudi cao va ma khong bd sung axit
glutamic.

MBoi trudng nudi giéng duge didu ché theo cach gidng véi vi du thir nghiém
5, va 1% (thé tich/thé tich) ctia chiing duoc ciy dén 30 mL ctia méi trudng danh
gi4 ning sudt PGA [thanh phin m6i truong: 8,0% glyxerol, 0,5% chit chiét nAm
men, 1,0% amoni sulfat, 0,2% ma-gié sulfat heptahydrat, 0,003% mangan sulfat

tetrahydrat dén pentahydrat, 0,7% of dikali hydro phosphat, 0,35% kali dihydro
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phosphat, 7,3% (tuong duong véi 1,25 M) cua natri clorua]. M6i truong nay
duogc cung cip dé cay lic ¢ 37°C trong 72 gio.

Sau khi hoan thanh viéc cdy, trong luong phan tir PGA dugc bao gdm trong
dich huyén phul nudi ciy duoc xac dinh theo phuong phap dugc thé hién trong vi

du do 1 duge biéu hién dudi day. Céc két qua dugc thé hién & Bang 21.

Bang 21
Gidng Nang suat PGA Trong lugng phan tir PGA
(g/L)
KSM-FFA610 1,02 4.600.000
KSM-FFA631 0,55 5.200.000
KSM-FFB406 0,37 1.200.000
KSM-FFB425 0,90 4.500.000
KSM-FFB540 0,78 4.600.000
KSM-FFB553 0,65 -~ 3.200.000

Nhu dugc thé hién & Bang 21, dugc x4c nhan ring gidng vi khuén hinh que
Bacillus subtilis ctia sang ché c6 thé san xudt PGA c6 trong lugng phén tir cao

ngay ca duéi diéu kién ma khong bd sung axit glutamic.

Vi du do 1: Phuong phép dé dinh luong va phuong phép dé do trong luong phan

td PGA |
Thiét bi sic ky 1ong hiéu suét cao dugc sir dung dé dinh luong va do trong

lugng phéan to PGA.

Thanh phan thiét bi HPLC
Bom cung cip chit 1ong: loai L-6200, dugc san xut boi Hitachi, Ltd.
Ong gop tu dong: loai AS-4000, dugc san xuét boi Hitachi, Ltd.
Lo dang cét: loai L-5020, dugc san xuét boi Hitachi, Ltd.

My do UV: loai L-4250, duoc san xuét bsi Hitachi, Ltd.
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Thiét bi phén tich dit liéu sic ky: loai D-2500, dugc san xuét boi Hitachi,
Ltd.

Nhu cac cot phan tich, cac cdt loc chét keo d6i véi polyme wa nudc,
TSKgel G6000PWXL (7,8 mm ID. x 30 cm, dugc san xudt béi Tosoh
Corporation) va TSKgel G4000PWXL (7,8 mm I.D. x 30 cm, dugc san xuét béi
Tosoh Corporation), trong d6 cac gidi han ngén chédn la khac nhau, dugc st
dung. Céc cot nay dugc lién két nbi tiép, va mot cdt ngan TSK cdt ngan PWXL
(6,0 mm LD. x 4,0 cm,‘Tosoh Corporation) dugc sur dung va dugc ndi ngay tic

~ thi trude khi phén tich cac cét.

Trong su phén tich, 0,1 M natri sulfat dugc sir dung nhu mot chét tach, va
tdc do dong dugc diéu chinh dén 1,0 mL/phut va nhiét d6 cot duge dit dén 50°C.
DPinh tach rira duoc do & bude song do 1a 210 nm. Hon nita, nhu viée xtr ly trudce
mau, miu dich huyén phtl nuéi cdy duoc pha lodng thich hop véi 0,1 M natri
sulfat duge loc sit dung may loc v6i mang Durapore 0,45 pm (sé kiéu: MULTI

SCREEN MNHV45, dugc san xuit béi MILLIPORE).

Theo su x4c minh ndng d6, mot duong cong dinh c& dugc didu ché béng
cach sir dung PGA c6 trong lugng phan tir 1a 880,000 (Meiji Food Materia Co.,
Ltd.). Hon nita, theo sy xac minh trong lugng phén tir, cac polyaxit glutamic
khac nhau c6 cac trong —luc_mg phan tr khac nhau (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd. 162-21411 va 162-21401; SIGMA-ALDRICH P-4886 va P-
4761; Meiji Food Materia Co., Ltd. (trong luong phan tir 1a 880,000) trong do
trong lugng phén tr trung binh khdi dugc xac dinh trude bing cach st dung

Pullulan Shodex STANDARD P-82 (Showa Denko K.K.).

Vi du do 2: Phuong phdp d& nhin dang nguyén liéu polyme trong miu dich

huyén pht nu6i cay

MAu dich méi truong nudi ciy sau khi hoan thanh viéc ciy nhu di thu duoc

trong vi du 4 duoc cung cép cho sy ly tAm (loai himac CR21GIII, dugc san xuét
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boi Hitachi Koki Co., Ltd.) & 14,800 vong/phut trong 30 phut, va dich huyén
phu, 14 dich ma céac té bao vi khuin da duoc loai bo tir mau, duge thu lai. Tiép
theo, timg 1 dén 10 mL ciia c4c dich huyén phu nay dugc chuyén vao 6ng ly tdm
50 mL dugc lam bang polypropylen (sb6 kiu: 227 261, duogc san xult boi
Greiner Bio-One), va gip d6i thé tich ciia EtOH so v6imau dich huyén phil nay
dugc bd sung, va sau d6 hon hop tao thanh dugce tron bang cach nghich chuyén,
va sau d6 hén hop tao thanh dugc cho gilt nguyén & nhiét do 6n dinh 14 -30°C
qua dém. Sau do, hdn hop tao thanh dugc cung cép cho su ly tAm (loai himac
CF7D2, duoc san xuit bsi Hitachi Koki Co., Ltd.) & 3.000 vong/phiit trong 30
phut, va phén nho két tua duoc gom. Sau d6, phan nho két ta da thu duge duge
hoa tan trong 2 mL nudc chung cét 13n nita, phan nho két tia bang cach bd sung
etanol nhu dugc bidu hién & trén dugc diéu ché 1an nira, va nguyén liéu tao
thanh dugc gom. Sau d6, miu duge gom duge hoa tan trong 2 mL nudc chung
c4t, va 0,5 mL cta ching dugc chuyén vao éng thir nghiém c6 nép gén (sb kiéu:
ST-13M, duoc san xuAt béi NICHIDEN-RIKA GLASS CO., LTD.), va sau d6
0,5 mL axit hydrochloric c6 dic dugc bd sung thém vao va hdn hop tao thanh
duoc khudy, va sau d6 éng thir nghiém duogc bit kin bing nito, va xir Iy nhiét
dugc ap dung thém vao ¢ 105 dén 110°C trong 16 gid. Sau khi xtt Iy nhiét, axit
hydrochloric va hot 4m dugc chung cit toan bd dudi dong khi nito (trong
khoang 6 gid), va do d6 da thu dugc nguyén liéu khé va héa cing dugc 14y 1am
mau duoc thiy phan.

Ngoai ra, PGA c6 sén trén thi trudng (trong lugng phan tir: 880,000, Meiji
Food Materia Co., Ltd.) dugc sir dung nhu chit pha ché chudn PGA, va mdi L-
axit glutamic va D-axit glutamic (dugc san xuét bdi Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) nhur di chting ctia miu dugc thily phén.

Sau d6, mau duoc thiy phan da thu duoc nay dugc pha lodng thich hop, va
cac axit amin khéc nhau trong miu dugc phan tich va axit glutamic trong d6

duoc x4c dinh s6 lwong bang méy phén tich axit amin hoan toan tu dong (loai L-
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8900, dugc san xuét boi Hitachi High-Technologies Corporation). Hon nita,
luong L-axit glutamic dugc do bing cach sir dung b dung cu do L-axit
glutamic (YAMASA CORPORATION) theo phuong phap duoc biéu hién trong
giao thirc dugc kém theo bd dung cu. Khi do bing may phan tich axit amin hoan
toan tu dong, tdng lugng cac isome hoat tinh quang hoc (D/L) di thu dugc nhu
céc két qua dinh luong, va vi sai dd thu dugc bang cach trir cac két qua dinh
lugng da thu dugce bing bd dung cu do L-axit glutamic tir 6 dugc 14y 1am luong

D-axit glutamic.

Két qua cta viéc do 13, ty 1€ céac chit déng phan quang hoc (D/L) cta axit
glutamic trong céc nguyén liéu polyme dugc thu hoach tir cac dich méi truong
nubi cdy ciia gibng KSM-FFA610, gibng KSM-FFB425, giéng KSM-FFB540
va gibng KSM-FFB553 1a 68/32, 67/33, 69/31 va 67/33, tuong ng.

Hon nita, axit amin khéic ngoai axit glutamic kh6éng duoc tim thiy trong khi
do bang méy phan tich axit amin hoan toan ty dong dugc biéu hién & trén, va do
d6 nguyén liéu polyme trong dich huyén phii nudi cdy duoc xé4c dinh dé 13 PGA.
Hon thé nita, ty 18 D/L trong PGA dugc sén xuét boi giéng vi khuin hinh que
Bacillus subtilis dugc luya chon dugce biéu hién & trén c6 tinh khang Véi néng do
mudi cao cla sang ché dugc danh gia 1a twong duong véi ty 1€ D/L trong PGA
dugc san xuit boi gidng chuin vi khuén hinh que Bacillus subtilis var. natto d
biét cong khai.

Vi du do 3: Phuong phdp do tinh nhét cia dung dich PGA

T méu dich mdi trudng nudi céy duoc diéu ché, & 1% (thé tich/thé tich),
bing cach st dung gibng KSM-FFB553 trong s6 céc gidng duoc bidu hién &
trén trong moi truong dé didu ché PGA [thanh phin modi truong: 8,0% glucoza,
8,0% natri glutamat monohydrat, 0,5% chét chiét nAm men, 1,0% améni sulfat,
0,2% ma-gié sulfat heptahydrat, 0,003% mangan sulfat tetrahydrat dén
pentahydrat, 0,7% dikali hydro phosphat, 0,35% kali dihydro phosphat], bot kho
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PGA dugc diéu ché biang cach gom bdi su két tua axit, va sau d6 tinh ché va
gom bang sy két tia etanol, va lam dong khd. Sau do, mau PGA d3 thu duogc nay
(Mw: 5.000 k) dugc hoa tan trong nudc chung cit va 1,25 M dung dich natri
clorua c6 nuéc dé 1a 4% (khéi luong/khdi luong) va 8% (khdi lugng/khdi lugng),
trong tng. Timg miu nim trong khoang tir 40 mL cta chiing dugc chuyén ng
gén thuy tinh (s6 kiéu: sé 7 hogc s 8, dugc san xuit bdi Maruemu Corporation)
hodc 50 mL éng ly tim dugc lam bing polypropylen (sb kidu: 227 261, duoc
san xuét béi Greiner Bio-One) véi viéc ngéan chan su sinh ra cac bot khi, va tinh
nhét duoc do bang cach st dung may do d6 nhét Brookfield (loai TVB-15, duge
san xuét bdi Toki Sangyo Co., Ltd.) va bang cach st dung ré-to M2 & nhiét do
miu 13 20 dén 25°C (nhiét do phong), thoi gian do 13 60 gidy (kiéu dimg tu
dong) va tbc d6 quay ro-to 13 60 vong/phut. Ngoai ra, d6i v6i mAu ma c6 gia tri
duoc do dudi diéu kién do dugc biéu hién & trén vugt qua gidi han trén thi tinh
nhét s& duge do bang su thay dbi thich hop téc d6 quay dén 30 vong/phut hozc
ro-to duogc str dung dén M3 hoic M4.

Két qua cia viéc do 13, trong mot méu cia PGA 4% (khéi luqng,/khéi
luong), trong khi tinh nhét ctia mAu trong d6 khong cb mudi duoc bd sung 1a
380 mPa's, tinh nhét cia miu dé trong dé mudi duge bd sung 1a 60 mPa's. Hon
nita, trong mau ctia PGA 8% (khdi luong/khdi lugng), trong khi tinh nhét cia
mau dé trong d6 khéng co su bd sung mudi 1 1,480 mPa-s, tinh nhét ciia mau

& trong d6 mudi dugc bd sung 13 450 mPa-s.

Tu cac két qua do dugce biéu hién & trén, hiéu qua gidm tinh nhét cia mau

PGA bang su b6 sung muoi dugc xac nhéan.

Vi du do 4: Phuong phap phén tich dé nhén dang cac loai vi khuén dya vao trinh
tu nucleotit 1a gen 16S rARN

Su nhin dang céc loai vi khuin bang trinh tir nucleotit ctia gen 16S rARN

dugc thuc hién theo cac thu tuc thir nghi€ém sau day.
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Theo cach gibng v6i vi du thir nghiém 2, mAu ldy 1am miu dbi véi PCR
duge didu ché tir vi khuén té bao dugc bao quan lanh, PCR dugc thyc hién bing
cach sir dung moi 27f va mdi 1525t dugc thé hién & Bang 2 @& khuéch dai manh
ADN nim trong khoang tir 1,5 kb trong ving gen 16S rARN. Déi véi ADN
polymeraza, TaKaRa LA Taq (duoc san xuét boi TaKaRa Bio) dugc sir dung.
Sau khi 1am bién tinh miu ADN & 95°C trong 5 phiit, 30 chu ki cta 95°C trong
1 phut, 55°C trong 30 gidy, va 72°C trong 2 phit dugc thuc hién, tiép theo bing
cach nung néng ¢ 72°C trong 2 phut.

Céc trinh tu nucleotit ADN duoc phén tich trén manh ADN da thu dugc

nay trong vung gen 16S rARN bang céach st dung timg mdi 27f, mdi f2L(-), mdi

926f, mdi rE1L, mdi r2L’° hoic mdi 1525r nhu dugc thé hién & Bang 2 nhu moi

| cho mét trinh tu. Sy phan tich mau dé sép xép thi tu dé diéu ché bing bd cung

cu Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (dugc san xuét béi Applied

Biosystems Inc.), theo giao thirc gin kém. Péi véi su tinh ché miu trudc su

phén tich, bd dung cu Montage SEQ (duoc san xuit boi MILLIPORE) dugc sir
dung.

Do d6, @i v6i miu trinh tu dugc didu ché, trinh tu duoc phan tich béng
cach st dung bo srflp Xép trinh ty ADN (tén thuong mai: ABI 3100 Genetic
Analyzer, dugc san xuit bdi Applied Biosystems Inc.) dé xac dinh trinh tu

nucleotit.

Sau d6, mbi trinh tu nucleotit di thu duoc dugc phdn méanh bing céach st
dung GENETYX ATSQ phién ban 2.01 (dwgc sin xuit bsi GENETYX
CORPORATION). Béi véi viée tim kiém d6 twong dong trinh tu, “BLAST co
ban” trong “BLAST” trong nhan chon “Nucleotit” ciia co s& dit liéu cong khai
NCBI (Trung tdm thong tin cdng nghé sinh hoc qubc  gia,
http://www.ncbi.nlm.gov/) dugc str dung, va “nucleotit blast” dugc lua chon tir

chuong trinh BLAST. Gibng chuén c6 ty 18 tuong ddng cao nhit dugc lya chon
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bang cach dinh 3 “Céc trinh ty bd gen tham khéo (refseq_genomics)” nhu co s6
dir lidu dbi twong tim kiém va “Céc trinh tu twong ddng cao (megablast)” nhu
mot chuong trinh chon lya. Sau d6, lién quan dén trinh tu cta gen 16S rARN
ctia gibng chuin dugc lua chon va trinh tu ctia gen 16S rARN cua gidng tng cir
vi khuén hinh que Bacillus subtilis dugc biéu hién & trén c6 tinh khang véi ndng
dd mudi cao trong d6 trinh tu dugc xdc dinh, do tuong ddng cua trinh tur
nucleotit chéng lai trinh tu nucleotit dwgc phéan tich bang mét nhin chon
“Nucleotit va tinh twong ddng nucleotit” bing cach st dung GENETYX Ver. 13
(dugc san xuit bdi GENETYX CORPORATION), va do tuong dong (%) dugc
tinh toan.

Séng ché bdc 16 cac phuong 4an thuc hién duge md ta trong phan mo ta,
nhung céc phuong 4n thuc hién nay khong nhim giéi han béi bat ky chi tiét ndo
ctia phan mé ta, trix khi dugc quy dinh cu thé khic, ma tét hon 14 dugc hiéu rong

hon pham vi nhu dugc trinh bay trong cac diém yéu cau bao ho kém theo.

Pon sang ché nay yéu cau huéng quyén uu tién theo don sang ché JP 2016-
165099 ndp tai Nhat Ban ngay 25/8/2016, dugc két hop vao trong sang ché bang

cach vién dan toan bd ndi dung.
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YEU CAUBAO HQ
1. Phuong phép san xuit axit poly-gama-glutamic, trong d6 phuong phép nay
bao gbém budc cdy vi khudn hinh que Bacillus subtilis duge xac dinh theo sb truy
cap: NITE BP-02276, s6 truy cap: NITE BP-02277, sb truy cap: NITE BP-
02278, sb truy cap: NITE BP-02279, sb truy cép: NITE BP-02280, hoic sb truy
cap: NITE BP-02281.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 vi khuan hinh que Bacillus subtilis c6 tinh
khang véi ndng d6 mudi cao va c6 thé ting truéng trong méi trudng LB trong
d6 ndng dd cia natri clorua duoc didu chinh dén 12% (khéi luong/thé tich)
(twrong duong véi 2,05 M, nhiét d phong) hodc cao hon, va;

trong d6 vi khuin hinh que Bacillus subtilis c¢6 kha ning san xuét axit poly-
gama-glutamic c6 trong luong phan tir 1a 300.000 hoic 16n hon, khi vi khudn
hinh que Bacillus subtilis dugc ciy dudi didu kién 14 10% (khdi lugng/thé tich)

(twong duong véi 1,71 M, nhiét d§ phong) theo ndng d6 cta natri clorua.

- 3. Phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém 1 hoic 2, trong d6 vi khuin

hinh que Bacillus subtilis biéu hién céc dic tinh vi sinh vét hoc dugc néu trong

Bang 1 sau:

Bang 1
Dang Dang roi
Pic tinh nhudm vi khuén gram +
Su hinh thanh bao tr +
Di dong +
Dang khuén lac (méi trudng thach LB) Dang tron, mau kem, nhét

A iAo : 37°C, tbt

Thir nghi€ém nhiét 46 tang truéng 45°C. tét
Phan Umg Catalaza +
Phan img Oxidaza +
San xuét axit/khi tir Glucoza -/-
Thi nghiém O/F (su oxy héa/su 1én men) -/-.
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4. Phuong phép theo diém bat ky trong s céc diém tr 1 dén 3, trong d6 vi
khuén hinh que Bacillus subtilis dugc cAy trong mdi trudong chura it nhét mét loai
mubi dugc chon tir nhém bao gém natri clorua, kali clorua, canxi clorua, va ma-

gié clorua.

5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 ndng d6 ciia mudi trong méi trudng nim

trong khoang tir 0,01 M dén 2,5 M.

6. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong d6 trong
luong phan tir clia axit poly-gama-glutamic duoc san xuit ndm trong khoang tir

300.000 dén 50.000.000.

7. Vi khuén hinh que Bacillus subtilis, trong d6 vi khuén nay duogc xac dinh theo
sb truy cap: NITE BP-02276, sb truy cap: NITE BP-02277, s6 truy cép: NITE
BP-02278, s6 truy cap: NITE BP-02279, s truy cap: NITE BP-02280, hoic sb
truy cap: NITE BP-02281.

8. Vi khuén hinh que Bacillus subtilis theo diém 7, trong d6 vi khudn nay c6 thé
ting trudng trong moi truong LB trong do6 ndng d6 cia natri clorua dugc didu
chinh dén 12% (khdi lwong/thé tich) hosc cao hon, va;

c¢6 kha ning san xuét axit poly-gama-glutamic c6 trong lugng phén tir 16n hon
hodc bing 300.000, khi vi khuén hinh que Bacillus subtilis dugc nudi cdy trong

didu kién 1a 10% (khéi lugng/thé tich) theo ndng do cua natri clorua.

9. Vi khuén hinh que Bacillus subtilis theo diém bét ky trong s6 cac diém 7 hoic
8, trong do vi khuén nay biéu hién céc dic tinh vi sinh vat hoc dugc néu trong

Bang 1 sau.
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Bang 1
Dang Dang roi
Pic tinh nhuém vi khuin gram +
Sy hinh thanh bao tur +
Di dong +
Dang khuén lac (mdi truong thach LB) Dang tron, mau kem, nhét
Thir nghiém nhiét do tang truéng fgg o
Phan tng Catalaza +
Phan tng Oxidaza +
San xuét axit/khi tir Glucoza -/-
Thit nghiém O/F (su oxy hoa/su 1én men) -/-.
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<213> Trinh ty nhén tao

<220>
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<400> 3
gtaggagtct ggaccgtgt 19

<210> 4
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<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Oligonucleotit d& sip xé&p thu tu trinh ty nucleotit cla vung 16S
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<400> 4
ccagcagccg cggtaata 18
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<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Oligonucleotit d& sdp x&p tha tu trinh tu nucleotit cua vung 16S

rADN, mdi 926f

<400> 5
aaactcaaag gaattgacgg 20

<210> 6
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
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<223> Oligonucleotit d& s&p xép tht tu trinh tu nucleotit cfia ving 16S

rADN,

<400> 6

gactaccagg

<210> 17
<211> 1475
<212> ADN

<213>
<400> 7

gacgaacgct
cctgatgtta
aactccggga
aaggtggctt
aacggctcac
ctgagacacg
aagtctgacg
ttagggaaga
ccacggctaa
ttattgggcg
aaccggggag
acgtgtagcg
ggtctgtaac
tagtccacgce
agctaacgca
ttgacggggg
cttaccaggt
agtgacaggt
caacgagcgc
ccggtgacaa
ggctacacac
tcccacaaat
tcgctagtaa

gcccgtcaca

mdi r2L'

gtatctaatc

ggcggcegtge
gcggcggacyg
aaccggggcet
cggctaccac
caaggcaacg
gcccagactce
gagcaacgcc
acaagtaccg
ctacgtgcca
taaagggctc
ggtcattgga
gtgaaatgcg
tgacgctgag
cgtaaacgat
ttaagcactc
cccgcacaag
cttgacatcc
ggtgcatggt
aacccttgat
accggaggaa
gtgctacaat
ctgttctcag
tcgcggatca

ccacgagagt

ctaatacatg
ggtgagtaac
aataccggat
ttacagatgg
atgcgtagcc
ctacgggagg
gcgtgagtga
ttcgaatagg
gcagccgcegg
gcaggcggtt
aactggggaa
tagagatgtg
gagcgaaagc
gagtgctaag
cgcctgggga
cggtggagca
tctgacaatc
tgtcgtcagc
cttagttgcc
ggtggggatg
ggacagaaca
ttcggatcge
gcatgccgcg

ttgtaacacc

vi khudn hinh que Bacillus subtilis

caagtcgagc
acgtgggtaa
ggttgtttga
acccgcggcg
gacctgagag
cagcagtagg
tgaaggtttt
gcggtacctt
taatacgtag
tcttaagtct
cttgagtgca
gaggaacacc
gtggggagcg
tgttaggggg
gtacggtcgc
tgtggtttaa
ctagagatag
tcgtgtecgtg
agcattcagt
acgtcaaatc
aagggcagcg
agtctgcaac
gtgaatacgt

cgaagtcggt
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ggacagatgg
cctgcctgta
accgcatggt
éattagctag
ggtgatcggc
gaatcttccg
cggatcgtaa
gacggtacct
gtggcaagcg
gatgtgaaag
gaagaggaga
agtggcgaag
aacaggatta
tttccgecece
aagactgaaa
ttcgaagcaa
gacgtcccct
agatgttggg
tgggcactct
atcatgcccc
aaaccgcgag
tcgactgcgt
tccegggect

gaggtaacct

20

gagcttgctc
agactgggat
tcaaacataa
ttggtgaggt
cacactggga
caatggacga
agctctgttg
aaccagaaag
ttgtccggaa
ccececggcete
gtggaattcc
gcgactctct
gataccctgg
ttagtgctgce
ctcaaaggaa
cgcgaagaac
tcgggggeag
ttaagtcccg
aaggtgactg
ttatgacctg
gttaagccaa
gaagctggaa
tgtacacacc

tttaggagcc

60
120
>18O
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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agccgccgaa ggtgggacag atgattgggg tgaag

<210> 8
<211> 1475
<212> ADN
<213>
<400> 8

gacgaacgct
cctgatgtta
aactccggga
aaggtggctt
aayggctcac
ctgagacaég
aagtctgacg
ttagggaaga
ccacggctaa
ttattgggcg
aaccggggag
acgtgtagcg
ggtctgtaac
tagtccacgc
agctaacgca
ttgacggggg
cttaccaggt
agtgacaggt
caacgagcgc
ccggtgacaa
ggctacacac
tcccacaaat
tcgctagtaa
gcccgtcaca

agccgccgaa

ggcggcgtge
gcggcggacg
aaccggggct
cggctaccac
caaggcaacg
gcccagactc
gagcaacgcc
acaagtaccg
ctacgtgcca
taaagggctc
ggtcattgga
gtgaaatgcg
tgacgctgag
cgtaaacgat
ttaagcactc
cccgcacaag
cttgacatcc
ggtgcatggt
aacccttgat
accggaggaa
gtgctacaat
ctgttctcag
tcgcggatca
ccacgagagt

ggtgggacag

ctaatacatg
ggtgagtaac
aataccggat
ttacagatgg
atgcgtagcc
ctacgggagg
gcgtgagtga
ttcgaatagg
gcagccgegg
gcaggcggtt
aactggggaa
tagagatgtg
gagcgaaagc
gagtgctaag
cgcctgggga
cggtggagca
tctgacaatc
tgtcgtcagce
cttagttgcc
ggtggggatg
ggacagaaca
ttcggatcge
gcatgccgeg
ttgtaacacc

atgattgggg

vi khudn hinh que Bacillus subtilis

caagtcgagc
acgtgggtaa
ggttgtttga
acccgcggceg
gacctgagag
cagcagtagg
tgaaggtttt
gcggtacctt
taatacgtag
tcttaagtct
cttgagtgca
gaggaacacc
gtggggagcg
tgttaggggg
gtacggtcgc
tgtggtttaa
ctagagatag
tcgtgtcgtg
agcattcagt
acgtcaaatc
aagggcagcg
agtctgcaac
gtgaatacgt
cgaagtcggt

tgaag
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ggacagatgg

cctgcctgta
accgcatggt
caftagctag
ggtgatcggce
gaatcttccg
cggatcgtaa
gacggtacct
gtggcaagcg
gatgtgaaag
gaagaggaga
agtggcgaag
aacaggatta
tttccgececce
aagactgaaa
ttcgaagcaa
gacgtcccct
agatgttggg
tgggcactct
atcatgcccc
aaaccgcgag
tcgactgcgt
tccecgggect

gaggtaacct

1475

gagcttgctc
agactgggat
tcaaacataa
ttggtgaggt
cacactggga
caatggacga
agctctgttg
aaccagaaag
ttgtccggaa
ccceceggcete
gtggaattcc
gcgactctct
gataccctgg
ttagtgctgc
ctcaaaggaa
cgcgaagaac
tcgggggcag
ttaagtcccg
aaggtgactg
ttatgacctg
gttaagccaa
gaagctggaa
tgtacacacc

tttaggagcc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1475





