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(57) Sang ché dé cap dén vi sinh vat thudc gidng Bacillus ma khong can nhiéu thoi gian dé
lam giam luong chat béo va dau trong nudc thai va co thé xur Iy nude thai chira chit béo va
dau mot cach hiéu qua. Sang ché ciing dé cap dén phuong phap lam giam luong bun du
trong thiét bi xtr Iy nudc thai va lam giam luong chat béo va dau trong nudc thai bang cach
sir dung vi sinh vat nay. Vi sinh vat theo sang ché thudc glong Bacillus va vi sinh vat nay
c6 dac tinh 1am thoai bién it nhat 1 thanh té bao cia vi khuan va lipit. Ngoai ra, sang ché
con dé cap dén tac nhan xur Iy nuoc thai dang vi khuan séng chira vi sinh vét ndy dé ngin
ngira su tao ra bun du hodc dé 1am giam luong bun du, va thiét bi va phuong phap xir ly
nude thai, khac biét & chd, thiét bi va phuong phéap nay dua mot loai vi sinh vat hodc hon
hop cua hai hodc nhiéu loai vi sinh vat nay vao nudc can duge xur 1y trong thiét bi xir Iy
nudc thai.
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Linh vye k§ thuit dwoc dé cip

Séang ché dé cap dén vi sinh vat thudc gibng Bacillus; cu thé hon, sang ché d&
cap dén vi sinh vat thudc giéng Bacillus, ngén chan dugc sy tao ra bun du khi xur ly
nu6e thai bing phuong phap bun hoat tinh va séng cong sinh véi ndm dé xir Iy mot
cach hiéu qua nudc thai chira chdt béo va diu. Sang ché ciing d& cip dén phuong
phap xir Iy bun wa khi, thiét bi xir Iy nudc thai va thiét bi twong tu sir dung vi sinh vat
nay.

Tinh trang ky thuét cia sing ché

Theo cac bao c4o nim 2005, lugng bun tir hé théng cung cip nudc, hé théng
thoat nudc va hé théng twong tu dugc tao ra & Nhat Ban chiém 44,5% téng luong
chét thai cong nghiép, va khoang 187.790.000 tAn bun dugc tao ra mdi nim (theo Bo
MBoi trudng). Cu thé, 48% (79.610.000 tan) 1a bun nude thai dugc tao ra trong cac nha
may xtr Iy nudc thai, 21% (39.440.000 tin) 12 phan dong vat va 31% (58.220.000 tin)
1a nude thai tir cdc nha may.

Lién quan dén tinh trang dién hinh vé viéc xtr Iy va thai bé bun nude thai, ty 18
tai sinh 12 9%, ty 1& xtt Iy trung gian 12 86% va ty 18 thai bd cudi cung 1a 5%. Viéc xir
ly trung gian phan 16n 1a ¢6 dic, loai nudc hodc thiéu, viéc x Iy nay tidu thu nhiéu
ning luong. Bun thudng chira nude véi luong nam trong khoang tir 60 dén 90%, va
can nhiéu chi phi nang luong dé xir Iy va thai bo bun.

Mic di mot phan bun du tir hé théng xir Iy nudc thai ciia cic nha may duoc st
dung 1am tac nhan cii tao dit hodc nguyén liéu lam phan G, phan I6n lugng bun du
nay chu yéu duoc xt Iy so bo béng cach loai nudc hoac thiéu va sau d6 dugce thai bd
dudi dang chon 14p. Viéc xir Iy nay tiéu thu rat nhidu ning luong, cic nha san xuit va
kinh doanh phai d6i mat voi viée gia ting chi phi ning luong, va cac nha quan ly,
ngudi diéu hanh viéc thai bo cubi cing gip kho khin trong viéc dam bao bai thai bd
va c4c van dé vé luat dinh. Cac van d& nay van con 1a nghiém trong.

Theo tai liéu khong phai sang ché 1, da biét cac phuong phép lam giam luong

bun bang bién phap hoa hoc, phuwong phap 1am giam luong bun bang bién phap héa ly,
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phwong phap 1am giam lugng bun bing bién phap sinh hoc va cac phuong phap tuong
ty dé lam giam lugng bun. Trong sé cac phuong phap nay, ddi v6i phuong phap lam
giam luong bun bang bién phap héa hoc, da biét cac phwong phéap sau: phwong phap
ozon trong do6 thanh té bao dugc l1am thoai bién bang kha ning oxy hoa cia ozon,
phwong phap enzym trong d6 thanh té bao dwgc hoa tan bing enzym nhu xenlulaza,
proteaza va amylaza, phuong phap kiém sir dung kiém dé lam thoai bién protein va
phwong phap twong tu. Cac phuong phap nay ¢6 nhugc diém l1a: phwong phéap ozon
¢6 chi phi ban du cao, chi phi van hanh cta phuong phap enzym ciing cao, va céc
vén @& twong tu. _

Ngoai ra, d6i voi phuong phap lam giam luong bun bing bién phap hoa ly, da
biét cac phuong phap sau: phuong phap lam thoai bién bing bién phap co hoc trong
d6 bun duoc nghién co hoc bing cach st dung lyc cit manh tao ra bdi may nghién
hat, dia quay nhanh va bién phap tuong tu va do d6 viéc hoa tan dugc thic day;
phwong phap phan hity bang nhiét dan dén viéc tao ra khi nhiét phan bing nhiét;
phuong phap phan tng thuy nhiét trong d6 tit cic cac chat hitu co dugc phan hay
thanh cac hop chét c6 trong lugng phan tir thip va dugc hoa tan bang cach thiy phan
hodc phan hiy bang nhiét st dung phan \mg thuy nhiét cia nudc siéu téi han hoic
nudce dudi téi han; va phuong phép oxy hda di€n phan trong d6 cac vi sinh vat bi ti€u
diét/hoa tan bdi clo va axit hypocloro dugc tao ra tir sy phan hdy dién phan ctia nuée
mudi va dugc phan hiy sinh hoc. Cac phuong phap lam giam lugng bun niy c6
nhuoc diém chd yéu 13 chi phi ddu tu ban ddu va chi phi van hanh cao.

Hon nita, phuong phap lam giam lwong bun bang bién phap sinh hoc bao gdm
phuong phap tu oxy hoa va phuong phép chudi thirc &n. Trong d6, phuong phap tu
oxy hoéa la phuong phap ma trong d6 cac vi sinh vat c6 mat trong bun st dung cac vi
sinh vat khac lam ngudn ning lugng hitu co trong hoan canh khéng cung cip ngudn
nang luong hitu co nao khac tir bén ngoai, va theo thoi gian, phan hdy céc vi sinh vat
nay thanh nudc va cacbon dioxit, nho d6 lam gidm luong bun. Phuong phéap chudi
thirc n 14 phuwong phép tao ra hé théng chudi thiic an cia vi khuin-dong vat nguyén
sinh-dong vét da bao. Phuwong phap tu oxy hoa c6 nhuoc diém 14 can tao ra bé giam
khéi lugng dé chira bun trong mot tudn va chi phi van hanh dé duy tri nhiét do bé &

60°C, va phuong phap chudi thirc dn ¢6 nhuge diém vé viée tich lity cac bi quyét k§
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thuét dé nubi vi khuén, dong vét don bao va dong vat da bao & trong mot hé ma.

Ngoai ra, d6i véi cac cach lam giam lwong bun, phuong phép bd sung vi sinh
vat wa nhiét d3 duoc mo ta trong tai liéu sang ché 1, va phuong phap xir Iy bun da
dugc mo ta trong tai li€u sang ché 2, trong d6 bun dugc suc khi & didu kién kiém véi
su ¢0 mat cia vi sinh vat wa khi va duoc dua trd lai cong doan xi ly sinh hoc, da
dugc dé xuit.

Tai liéu sang ché 3 mo ta phuwong phap lam giam lwong bun bang vi sinh vat,
vi sinh vat nay co thé sinh trudng trong diéu kién do kiém va nhiét do cao va c6 kha
nang lam giam lugng bun. Céc k¥ thuat nay can didu kién nhiét 4o va do kiém cao, va
do d6 cin st dung cac chit kiém, chit trung hoa, va ning luong dé duy tri nhiét do
cao vao tit ca cac ngay. Do do, c6 nhugc diém vé chi phi ban d4u va chi phi van hanh
cao dé xtr Iy bun bang cac k§ thuat nay.

Hon nita, nude thai tir cdc nha may san xudt kem hodc nuge sét mai-o-ne ¢
ham luong chét béo va diu cao, va cic nha hang hodc cira hang san xuét thirc 3n ¢
sir dung kem hodc nudc sdt mai-o-ne ciing thai ra nu6e thai ¢6 ham lugng chét béo va
diu cao. Nudc thai ¢6 ham lugng chit béo va diu cao, bat ké 14 dau thuc vét hay du
dong vat, déu kho duge xir 1y truc tiép bdi cac vi sinh vat, va chét béo va diu nay can
duogc loai bo bang bién phéap vat 1y hodc héa hoc va sau d6 dua nude thai ndy téi cong
doan x® ly nudc thai nhu phuong phap bun hoat tinh.

Dbi voi phuong phap loai bo chit béo va dau ra khoi nude thai, mong muén 1a
nuée thai chia chit béo va dau véi ndong do nam trong khoang tir 200 dén 500 mg/Il
dudi dang chit chiét N-hexan duoc xir 1y bang cach sir dung bé tach chit béo va dau.
Khi ndng do nay vugt qua 500 mg/l, can xir Iy nudc thai sau khi loai bé chét béo va
diu bang cach st dung bé tach tuyén ndi theo ap sudt va lam giam chat chiét N-hexan.
Viéc xir Iy nude thai chira chéit béo va du can chi phi ban ddu dé dau tu thiét bi va
chi phi van hanh nhu phi thai bé chit béo va diu ndi, va viéc bao quan trong miia hé
lam sinh ra mui rit ning. Vi vy, viéc xtt ly bing vi sinh vat 1a rit dugc mong mudn.

Do d6, phuwong phép dong hoa ddu va chit béo tir dong vat va thuc vat bing
cach st dung nhidu loai nAm men da dugc d& xuat. Trong s d6, giai phap néu trong
tai lidu sang ché 4 1a k¥ thuat xir Iy nudc thai bang bién phap sinh hoc dé tiép can, do

khoang gia tri d6 pH dé nim men ddng hoa chét béo va dau phat trién 1a rong va
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khong cin st dung chét clo dé ngin chin tac nhan vi khuan gy 6 nhidém. Tuy nhién,
k¥ thuat nay c¢6 nhuge diém la can thoi gian dé 1am giam lugng chét béo va dau trong
nue thai, '

Céc tai lidu k§ thuét da biét
Tai liéu sang ché

Tai liéu sang ché 1: JP-A-9-253699

Tai liéu sang ché 2: JP-A-9-136097

Tai liéu sang ché 3: JP-A-2000-139449

Tai liéu sang ché 4: Bang doc quyén sang ché Nhat Ban sb 4654332
Tai liu khong phai sang ché 1: “Newest Microbiology for Environmental
Purification” pp285-296 (xuét ban bai Yuhei Inamori)

Ban chit k¥ thuit ciia sing ché

Sang ché duoc tao ra khi tinh dén cac yéu t6 néu trén. Muc dich cta sang ché
la tim ra vi sinh Vét ¢6 thé nang cao kha niang xt 1y nudc thai, cu thé 1a c6 thé xu ly
nu6e thai mot cach hidu qua; va dé& xuét k§ thuat cho phép lam giam lugng bun du
khi xtr Iy nudc thai, va 1am giam luegng chit béo va diu va cac chét tuong tu trong
nude thai bang cach st dung vi sinh vat, va thiét bi xir Iy nudc lién lién quan dén
ching.

Dé giai quyét cac van dé néu trén, cic tac gia sang ché da tap trung nghién ctiru
cac vi sinh vat thudc giéng Bacillus tiét ra nhiéu loai enzym khac nhau, tim kiém cac
vi sinh vat tiét ra cic enzym lam thoai bién hiru hiéu dé xir 1y nudc thai chira chit béo
va dau, va nho d6 da phat hién duge ring mot sb ching kiéu dai cua giéng Bacillus
tiét ra cac enzym lam thoai bién lipit va thanh t& bao cta vi khuén. Ngoai ra, dé cai
thién kha nang tiét ra enzym, cac tac gia sang ché da tao ra cac ching vi sinh vt tiét
ra nhiéu loai enzym khac nhau bang cach tao ra cac té bao chirc ning, va nhd d6 hoan
thanh sang ché nay.

Cu thé, sang ché dé xuét vi sinh vét thudc giéng Bacillus va c¢6 ddc tinh lam
thodi bién it nhat 1a thanh t€ bao ctia vi khuén va lipit.

Ngoai ra, sang ché dé xuit tac nhan xt Iy nudc thai dang vi khudn séng dé
ngin chin sy tao ra bun du hodc dé lam giam luong bun du, tac nhan nay chta vi sinh

vat néu trén.
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Hon nita, sang ché d& xuit ché phdm dang vi khuén sdng dé xt 1y nudc thai
chira chit béo va dau, ché phdm nay chira vi sinh vét néu trén va nim men dong hoa
dau va chit béo.

Ngoai ra, sang ché d& xuét phuong phép lam giam luong bun du trong thiét bi
xtr Iy nude thai, khac biét & chd, phuong phap nay bao gdm budc dwa mot loai vi sinh
vat néu trén hoic hdn hgp cua hai hodc nhiéu loai vi sinh vat nay vao nudc can duoc
xtt Iy trong thiét bi xtr Iy nude thai.

Hon nita, sang ché dé xuit phuong phap ngin chin sy giam dong chay di qua
mang trong phuong phap xir Iy nudce thai biang cach tach chét rin — chit 16ng, dé loai
bd nudc biang cach st dung mang tach chét rin — chét 16ng, khac biét & chd, phuong
phép nay bao g6m buéc cho mot loai vi sinh vat néu trén hosc hdn hop cua hai hotc
nhiéu loai vi sinh vt nay phan tng v&i mang tach chét rin - chét 1ong néu trén.

Ngoai ra, sang ché dé xuét thiét bi xir Iy nudc co6 bé xir Iy dé chira va xir Iy
nuée cin duge xit 1y, 6ng dn dong dé cho phép nude chay vao trong bé xir 1y, éng xa
dé xa nude va éng suc khi @& suc khi cho nudc, khac biét & chd, thiét bi nay c6 bd
phan nap tac nhan xir Iy dé nap tac nhan xir Iy nuéc.

Hiéu qua cta sang ché

Vi sinh vit thudc gidng Bacillus theo sang ché bao gdm vi sinh vat ¢6 dic tinh
lam tho4i bién it nhét 13 thanh t€ bao ciia vi khudn va lipit va con c6 tac dung lam
thoai bién protein va tinh bot. Do do, bing cach st dung vi sinh vét theo sang ché khi
Xt Iy nude thai bang phuong phap sinh hoc ua khi thong thuomg, viée xir Iy phan hity
bun va su déng héa chét béo va diu dugce tao diéu kién thuan loi, va vi vay cb thé 1am
giam sy tao ra lugng bun du, chét béo va diu thai.

Cu thé, khi bé phan haty chit béo va diu biang ndm men duogc tao ra trong cong
doan xtr Iy nudce thai va ndm men ddng héa dau va chit béo dugc st dung két hop
trong bé nay, co thé 1am gidm hoac loai bo lugng bun du va chét béo va dau thai.

Hon nira, phuong phap xir Iy nuéce thai bang cach tach chét rdn-chit long dé
loai bo nude sir dung mang tach chét ran-chét 1ong, bang cach cho vi sinh vat thudc
gidng Bacillus theo sang ché phan tng voi mang tach chét rin-chit 16ng nay, c6 thé
ngan chin duoc viée lam giam dong chay di qua mang do tic mang.

M6 ta vin tit hinh vé
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Fig.1 13 hinh v& dang so dd thé hién thiét bi xtr Iy nudc thai theo mot phuong
an cia sang ché.

M5 ta chi tiét sang ché

Vi sinh vat thudc giéng Bacillus dugce sir dung trong sang ché c6 dic tinh lam
thodi bién it nhat 12 thanh t& bao cta vi khuan va lipit. Vi sinh vét c6 c¢6 dic tinh nhu
véy c6 thé thu duoc tir ngudn tu nhién bang cach sang loc, hodc bing cach bién nap vi
sinh vat thu dugc tir ngudn ty nhién bang cach sang loc sit dung k§ thuat di truyén.

DPbi v6i mot vi du cu thé vé phuong phédp thu dugce vi sinh vét thude giéng
Bacillus theo sang ché, vi sinh vat nay c6 thé thu duoc béng cach chon loc vi sinh vt
dugc phan lap tr thuc vat, nude, thire an hodc dét béng cach st dung su ¢6 mét hodc
khong c6 mit ciia ddc tinh 1am thodi bién thanh té bao cta vi khuén va dic tinh 1am
thoai bién lipit 1am chi s6. Ngoai ra, dugc uu ti€n hon néu vi sinh vat nay ciing c6 déc
tinh lam thoai bién protein, tinh bot va chét tuong tu. V& mat nay, dac tinh lam thodi
bién thanh té bao co6 nghia 1a sy lam pha v& hodc lam tan toan by hodc mot phﬁn
thanh té bao. Bang cach sang loc, thu duoc ching HB-88 va chung HB-113.

Do d6, vi sinh vat thu dugc c6 thé dugce chon loc truc tiép theo dac tinh lam
thodi bién thanh té bao ctia vi khuén va dic tinh 1am thoai bién lipit nhu da mo ta trén
day, nhung ciing ¢6 thé gdy dot bién bang phuong phap chung 1a cho tiép xuc vdi tia
cuc tim hodc phwong phap twong ty va trong diéu kién phat trién khoang 10%, va sau
d6 tién hanh viéc sang loc.

Hon nita, viéc st dung moi truong bién nap dé tao ra céac té bao chuc nadng, dic
tinh bién nap cta chang Marburg cua Bacillus subtilis ¢6 dic tinh bién nap tu nhién
cao ho#ic ching duoc dan xudt cia no 1a 160, 166 hodc 168 c6 thé duogc cai thién, va
ching thé cho c6 thé duoc dua vao cac gidng néu trén dé thu duoc cac dic tinh mai.
Vé mit nay, ching Marburg néu trén va cic chung din xuit c6 thé dwoc mua tir
RIKEN, NBRC, ATCC va cac nha cung cip khac.

Do chiing Marburg dugc s dung tiét ra enzym lam thoai bién tinh bot va
enzym lam thoai bién lipit, su bién nap dé bd sung enzym lam thoai bién vi khuén
Gram dwong hodc vi khudn Gram 4m dugc tién hanh theo cach tuong tu. Vi khudn
dugc cai bién bang cong doan nay dugc cai bién sao cho vi khudn nay tiét ra cac

enzym lam thodi bién lipit, thanh té bao cta vi khuén, tinh bot hoic protein. C6 16
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chung duoc cai bién, va mot ching tiét ra nhidu enzym trong sé nay duoc chon.
Chung nay duoc goi la ching HB-14.

Nhu dd mé ta trén day, thu dugc ba loai vi sinh vat, ching HB-14, ching
HB-88 va ching HB-113. K&t qua cua viée so sanh céc dic tinh vi khuin hoc cua céc
vi sinh vat nay vdi tai liéu: “Bergey’s manual of systematic bacteriology Volume 2
(1984)”, da phat hién dugc rang tit ca cac vi sinh vit ndy thudc vé gidng Bacillus.

Ngoai ra, voi két qua cua viéc phan tich ADN, ching HB-14 dugc cho 14
Bacillus subtilis va ching HB-88 duogc cho 1a Bacillus methylotrophicus bang cach
phan tich di truyén ADN 16s (TechnoSuruga Laboratory Co., Ltd.). Ching HB-113
duoc xac dinh 1a Bacillus subtilis bdi APISOCHB.

Tiép theo, cac dic tinh vi khudn hoc khéac nhau cta ching HB-14 va HB-88
duogc chon loc bﬁng cach sang loc dugc thé hién trén day. Déi véi phéan tich ADN,
viée nudi cdy dugc tién hanh trong méi trudng aga dinh dudng & nhiét do 30°C trong
40 gid nhu mdi trudng nudi cdy wa khi dé tao ra vi khuén trong khi thir nghiém. Péi
v6i viéc xac dinh ching béng rADN-toan phﬁn 16S; ADN dugc chiét béng cach st
dung Achromopeptidaza (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.); PCR cua
PrimeSTAR HS ADN polymeraza (Takara Bio Inc.) dugc st dung; trinh tu theo chu
ky cua kit giai trinh ty theo chu ky BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, CA,
USA) dugce st dung; cac doan mdi (khuéch dai PCR: 9F va 1510R, va giai trinh tu:
9F, 785F, 802R va 1510R) duoc sir dung; viée giai trinh tu dwoc tién hanh bang cach
sit dung hé thdng phan tich di truyén ABIPRISM3130x] (Applied Biosystems, CA,
USA); ChromasProl.4 (Technelysium Pty Ltd., Tewantin, USA) duoc st dung dé xac
dinh trinh t nucleotit; va phan mém Apollon 2.0 va cac co s& dit lidu qubc té vé trinh
ty nucleotit Apollon DB-BA7.0 (TechnoSuruga Laboratory Co., Ltd.),
(GenBank/DDBJ/Emb]) duoc sir dung dé tra ciru tinh twong ddng va phan tich chudi
thé hé don gian. Ngoai ra, ddi v4i chudi HB-113, theo phuong phap tra ciru (Spore
Experimental Manual pp110-111, Gihodo Shuppan Co., Ltd.), nhiéu nghién ctru khac
nhau dugc tién hanh trong khi viéc xac dinh véi hé théng API dugc tién hanh.

Danh sach cac dac tinh cta vi sinh vat I (nuoi céy & nhiét do 30°C)
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Bang 1

Muc thir nghiém

HB-14

HB-88

HB-113

Hinh dang té bao

Bacillus

(0,8-0,9%1,5-2,5)

Bacillus

(0,9-1,0x1,5-2,5)

Bacillus

(0,5-0,6x2,5-3,5)

pum pum pum
Nhudm mau Gram + + +
Su c6 mit cua cac + + +
bao ti

Tinh di dong + + +
Hinh dang khuén lac | Puong kinh: 2,0-3,0 | Duong kinh: Duong kinh:
(moi trudong aga mm 1,0-3,0 mm 1,0-3,0mm

dinh dudng)

Thoi gian nudi cay:

Tong mau: mau kem

Hinh dang: tron

Toéng mau: mau

kem

TOng mau: mau

kem

24 gio Trang thai gon séng: Hinh dang: tron | Hinh dang: tron
phing Trang thai gon Trang thai gon
Ving ngoai: toan bo | song: phing song: phang
ving ngoai Vung ngoai: toan | Vung ngoai: toan
Hinh dang bé mit: | bd ving ngoai bd vung ngoai
gon song Hinh dang bé Hinh dang bé
Po trong sudt: mo | mdt: gon song mdt: gon song
duc Do trong subt: Do trong subt:
Do nhot: gidng bo mo duc mo duc
Do nhét: gidng Do nhot: gidng
bo bo
Thtr nghiém nhiét d¢ 37°C: + 37°C: + 37°C: +
sinh trudng (°C) 45°C: + 45°C: + 45°C: +
Phén ng catalaza + + +
Phan ing oxidaza + - +
Su san sinh axit/khi -/ - -/ - -/-
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tur glucoza (sdn xuat

axit/khi)

Thtr nghi€ém O/F

(oxy hoéa/ Ién men)

+: duong, -: am

Danh sach cac dac tinh cta vi sinh vat 11

Bang 2
Muc thr nghiém HB-14 HB-88 HB-113
Sinh trudng trong didu kién ky khi - - -
Sinh trudng & nhiét do 15°C : + - +

Sinh truong trong NaCl 10% - - -
Pic tinh lam thoai bién tinh bot

bac tinh lam thoai bién casein

Dic tinh lam thoai bién lipit

Pic tinh 1am thoai bién Escherichia coli

Pic tinh 1am thoai bién vi khuén axit lactic

I N I
IR
e I e e

Dic tinh ddng hoa Escherichia coli

+: duong, -:4m

Céc vi sinh vét ching HB-14, HB-88 va HB-113 duoc luu gitt qubc té ngay
07/03/2012 tai Van phong quan tri tich hop, Vién Cong ngh¢ va danh gia cong nghé
Qudc gia, Bo phan nhén giir vi sinh vat phuc vu viéc ding ky sing ché (2-5-8
Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba 292-0818, Japan), v&i s6 hiéu luu gilr lan luot
la NITE BP-1275, NITE BP-1276 va NITE BP-1277.

Vi sinh vat thudc gidng Bacillus theo sang ché da mo ta trén day co6 thé duoc
st dung cho tit ca cac loai nudc thai véi ndng do BOD trong cong doan xir Iy nudc
thai wa khi, nhung t&t hon néu ¢6 thé dugc s dung dé xir Iy nudc thai va nude thai
cong nghiép tir cac nha may ché bién thuc pham va cic nha may tuong tu.

Khi vi sinh vt thudc gidng Bacillus theo sang ché dugc st dung trong phuong
phép bun hoat tinh va lugng bun duoc lam gidm, tir 1 dén 1000 ppm vi sinh vét dugc
nudi cdy trong méi trudong nudi cdy (tir 107 dén 10%/ml), tét hon nita 1a tir 10 dén 300

ppm, c¢6 thé dugc dua vao bé nudc ban dau hodc bé suc khi cua thiét bi xir ly nude
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thai. Nham duy tri hi¢u qud lau dai, viéc bd sung mot luong vi sinh vat mot lan trong
thoi gian tir mot dén ba ngay 14 dwgc vu tién hon.

T6t hon, néu vi sinh vét thude gidng Bacillus theo sang ché duge s dung
trong phuong phap xr Iy nudce thai biang cach st dung mang. Diéu nay 13 do vi sinh
vét theo sang ché co dic tinh 1am thoai bién thanh té bao cua vi khuén nhu da mo ta
trén dy, vi viy lam giam lugng vi khuin sinh truong trong hodc xung quanh cic 16
nho ctia mang xir 1y dugc sir dung trong khi xtr Iy nude thai va lam giam chit nhét, va
do d6 kha ning xu 1y bun c6 thé duoc duy tri da ma khéng lam tic cac 16 nho cua
mang xi ly. Mang xi Iy c¢6 thé 12 mang phing hodc mang dang soi dét hinh éng, va
c4 hai loai mang nay c6 thé duoc st dung theo cach tuong ty nhau. Mang MF la
mang thich hop nhat khi tinh dén kich thudc 18 cta né.

Hon nita, ty 18 lam giam luong bun du c¢6 thé duogc ting thém bang cach sir

| dung vi sinh vét thudc gibng Bacillus theo sang ché trong khi xtr 1y két hop phuwong
phap xt Iy nude thai sit dung mang va phuong phap bun hoat tinh. Sy két hop cua
cac phuong phap nay bao gdbm phwong phap xi 1y song song va phuong phéap xtr 1y
1an lugt. Khi cac loai chit hitu co trong nude thai 1a khong ddi, phuong phép xt 1y
ndng d6 cao ¢6 thé dugc thuc hién bang cach sir dung bién phap xir 1y 1an lugt véi
gidng Bacillus nay ma khong gay ra hién tugng tic 16. Mit khéc, khi loai nguyén liéu
duogc xir ly thay ddi trong khoang rong, t&t hon 1a st dung phuong phap xt 1y song
song, trong d6 chi nude thai ndng do cao dugc xir 1y bang cach st dung mang va sau
d6 dé nudce thai chay vao thung bun hoat tinh.

Tiép theo, thiét bi x&r ly nudce thai co thé duoc su dung mot cach hiéu qua dé
tién hanh viéc x Iy nudc thai bang vi sinh vat thudc gidng Bacillus theo sang ché, s&
duogc giai thich.

Fig.1 1a hinh v& dang so dd thé hién thiét bi xir Iy nudc thai theo mot phuong
an cta sang ché. Trén hinh v& nay, s6 chi dan 1 thé hién thiét bi xt 1y nudc, sd chi din
2 thé hién bé xr ly, s6 chi dan 3 thé hién nuéc cin dugc xir 1y, sb chi d4n 4 thé hién
b6ng suc khi, s6 chi din 5 thé hién 13 suc khi, s6 chi din 6 thé hién dng dan dong nude
can duoc xir ly, s6 chi dan 7 thé hién bd phan nap tac nhin xir Iy, s6 chi din 8 thé
hién dng nap tac nhan xtt 1y, s6 chi dén 9 thé hién bd phan tao bot khi min ¢& micro,

s6 chi dan 10 thé hién bom nudc ngam va s chi dan 11 thé hién 6ng xa dé xa nudc
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can dugc xir 1y.

Thiét bi xir Iy nudc thai dugc thé hién trén Fig.1 bao gém bé xtr 1y 2 dé chua
va xtr Iy nuée 3, dng din dong 6 dé cho nudc chay vao trong bé xir 1y, 6ng xa 11 dé
xXa nudc, éng suc khi 4 dé suc khi vao nuée, va ngoai ra con c6 bd phan nap tdc nhan
xtt Iy 7 dé nap tac nhan xit 1y.

Chét va kich thuéc bét ky ¢6 thé duoc chip nhan d6i vai bé xir 1y 2, mién 1a co
thé chta duoc nude 3, va tdt hon néu bé thuong duge st dung lam bé diéu chinh
trong thiét bi xur ly nudce thai duge st dung. Hon nita, dbi voi 6ng suc khi 4, cac 6ng
suc khi thuong dugce st dung dé suc khi khi xu Iy nudce thai co thé duoc st dung ma
khong cé van dé bat ky, mién 1a sb luong thich hop 16 suc khi 5 duogc tao ra. Tt hon
néu tinh dén dung tich va do sau ciia bé xr Iy va sau d6 didu chinh sb lugng va dudng
kinh cua 16 suc khi 5 sao cho ¢6 du lugng khong khi théi vao.

Ngoai ra, d6i v6i dng din dong 6 va 6ng xa 11, cac dng din thuong dugc sir
dung cho thiét bi xir Iy nudc ¢6 thé duge sir dung, mién 1a chiung cho phép nude chay
vao hoic thao nude ra. Nudc can duge xir Iy chay vao tir dng dan dong 6 c6 thé 1a
nude thai, nude nay duge thai ra tir cac nha may san xuét tharc dn hodc tir cac clra
hang ché bién va phuc vu d6 an, cu thé 1a nudc nay chira lipit, protein, tinh bdt va cac
chét tuong tu, hodc co thé 1a nude thai chira lugng 16n chit béo va dau thuc vat hoic
dong vat. Téc do dong chay cta no co thé thay ddi trong khoang rong. V& mit nay,
6ng x4 11 ¢6 thé duoc tao ra & bé chay tran ma & do6 nudce 3 dugc xa ty nhién khi muc
nude xa dat t6i mot mac nhat dinh. Theo cach khac, 6ng xa 11 ¢6 thé duogc nbi véi
may bom va théo nudce bﬁng bom dién mot cach li€n tuc hodc khong liéh tuc.

Thiét bi xt 1y nude khac biét & chd, bo phan nap tac nhan xir Iy 7 duge tao ra
va tac nhan xt Iy c¢6 thé duogc nap vao tir thiét bi nay. Pidu nay c6 nghia 14 trong thiét
bi xtr Iy nude thai, lipit, protein, tinh bdt va chat twong tu c6 thé duge 1am thoai bién
theo cach tich cuc, khong chi bang cach suc khi tir 6ng suc khi 4 ma con bang cach
nap tac nhan xt 1y, nhu tac nhan xr Iy nudc thai dang vi khuan séng chura vi sinh vat
thudc gidng Bacillus c¢6 dic tinh 1am thoai bién it nhét 1a thanh t& bao ca vi khuén va
lipit (d6i khi dudi day dugce goi 14 “vi sinh vét theo sang ché”), hodc ché phim dang
vi khuin séng dé xt Iy nudc thai c6 chit béo va dau, chia vi sinh vat ndy va nim

men dong hoda chat béo va dau, vao nudc da dugc suc khi. Co thé nap tat ca tdc nhan
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xir Iy mot 14n tir bo phén nap tac nhan xi 1y 7; nhung t6t hon 14 nap mot luong nhét
dinh tac nhan xir ly nay bang phuong tién nhu phuong tién nap theo tirng mé, cho
thém hodc bd sung tac nhan xi Iy dang bot voi muc dich 1a duy tri kha nang xir Iy
khong d6i. Ngoai ra, cling c6 thé nap tac nhan xir Iy twong Gmg voi lugng nude tir ng
dan dong 6. |

Hon nita, trong thiét bi xir ly nudc, cling co thé tao ra bd phén tao bot khi min
¢d micro 9 ¢6 bom nudc ngdm 10 dé bom nuéc vao bé xir 1y 2 dé c6 thé tudn hoan
nude 3. Bang cach tao ra bd phan tao bot khi min ¢& micro 9 nay, lwgng khong khi
trong nudc tang 1én, nude trong bé duoc tudn hoan, va hoat tinh cta vi sinh vat theo
sang ché va vi sinh vat twong tu ting 1én. Vi vdy, sy 1am thoai bién lipit, protein, tinh
bot va chét tuong tu dugce cho 1a dugce tao diéu kién thuan loi.

Bd phén tao bot khi min ¢& micro 9 theo sang ché lién tuc tao ra bot khi nhu
cac bot ¢ micro (dudng kinh nim trong khoang tir 1 dén 1000pm) va cac bot ¢&
nano (dudng kinh nim trong khoang tir 1 &én 1000nm), bang cac co ché nhu nghién,
tao 16 tréng, tao dong chay r6i hodc tao luc cét, tao cac 18 nho, nhing ri€éng, dién phan,
va phan ung hoa hoc. Cac bot khi min nay c6 dic tinh lam tdng luong oxy hoa tan
trong nudc, va cho phép nudc thai trong bé chay va lam dong nhét nudc thai trong bé
nay véi luc x4 thai hodc sy khéac biét vé trong luong riéng cla nudc.

Do thiét bi xr Iy nudc 1 dugc mod ta trén day c6 thé 1am giam dang ké ndng do
BOD, COD va chit béo va dau nhu dugc md ta trong céac vi du dudi day, thiét bi nay
c¢6 thé duoc sur dung mot minh dé xa nudc da duge xu ly truc tiép to1 hé théng thoat
nuée. Cling c¢6 thé sir dung thiét bi nay cho budc xir Iy ¢ giai doan so bd (bé xit 1y
sinh hoc diu tién) trong thiét bi xir Iy nude tong thé.

Khi thiét bi nay duoc sir dung trong cac giai doan xtr ly sau, phwong phap xir
Iy trong cac giai doan sau (giai doan xir 1y sinh hoc thir hai) bao gdm xir 1y bang bién
phap sinh hoc nhu phwong phap sinh hoc xir Iy bun hoat tinh, phuong phép ting soi
va phuong phéap tang ¢b dinh, xir Iy dong tu, xir Iy bing mang hodc bién phap twong
tu. Nudc duge xt ly trong hai giai doan nhu vay co thé duoc xa truc tiép ra song, va
su tao ra luong bun du c6 thé duge giam dang ké bang thiét bi xir Iy nudc thai nay.

Do vi sinh vt dugc sir dung trong sang ché da giai thich trén ddy 1a vi sinh vat

thudc giéng Bacillus va tao ra cac bao tir, né ¢o thé duoc st dung & dang bot b'fmg
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cach sir dung cac bao tir nay. Trong trudng hop nay, c¢6 thé st dung vi sinh vt & dang
hén hop voi chit khoang, thanh phin dang hat nhu cam, hodc chit hitu co nhu
glucoza, dé phan tan vi sinh vat nay vao trong nudc mot cach dé dang. Ngoai ra, vi
sinh vat ndy ciing c6 thé dugc st dung & dang chit rin bing cach ngao tron vao dit
sét (chtra xi ming dugc tao bot va chit trong tu), va chit rin nay ciing c6 thé & dang
kho hodc w6t. Ngoai ra, tac nhan kim ham vi khudn c6 thé dugce bd sung dé kiém soat
su sinh truéng cda vi sinh vat, va vi du, vi sinh vt nay c6 thé duogc st dung trong
chét long, ma ruou, mubi, chit nhii hoa va chét tuong tu, hodc modt thanh phén khac
¢6 tac dung diéu chinh d6 pH ¢ murc thip duoc thém vao.
Vi du thye hién sang ché

Du6i day, sang ché s& dugc md ta mot cach cy thé hon bang cac vi duy, tuy

nhién, sang che khong bi gidi han béi cac vi du nay.

Vi du thr nghiém 1
Sang loc vi khuén ¢6 ich

Céc vi sinh vét thudc giéng Bacillus dugc thu thdp va phén lap tu dat, 14 rung,
nuée thai va thire 4n. Viée xac dinh giéng vi khuin dung cho sang ché nay dugc thuc
hién theo phuong phap xac dinh/phan 1ap chung cho giéng Bacillus trong thirc in
(Spore Experimental Manual pp110-111, Gihodo Shuppan Co., Ltd.).

Cu thé, trude tién, cac mau thu thdp duoc dugc pha loang hoic tao huyén phu
bang luong thich hop cta nude mudi sinh 1y, gia nhiét & nhiét d6 80°C trong khoang
10 phut, dugc danh ddu trén méi trudng aga binh thuong (Eiken Chemical Co., Ltd.),
va duoc nudi céy & nhiét do 37°C trong bdn ngay. Vi khudn sinh ra & nhiét do nay la
hon 3000 chung.

Cac chung dugc nudi céy hoan toan dwgc nhuém Gram va vi khudn Bacillus
tao ra bao tr Gram duong (vi thudn thudc gidng Bacillus) duge xac nhan. Sau do, cac
ddc tinh sinh héa dugc thtr nghiém theo quy trinh thr nghiém néu trén, va céc loai vi
khudn nay dugc danh gia. Cac loai vi khuin d3 dugc danh gia 13 Bacillus
licheniforms, B.coagulans, B.polymyxa, B.cereus, B.alvei, B.subtilis, B.pumilus,
B.stearothermophilus, = B.macerans,  B.megaterium,  B.circulans,  B.firmus,
B.laterosprus, B.brevis, B.sphericus, B.larvae, B.popilliae, va B.lentimorbus.

Trong trudng hop vi khudn Bacillus tao ra bao tir Gram duong, cac thir nghiém
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duoc tién hanh d6i véi catalaza, thi nghiém VP, ddc tinh sinh trudng trong moi
truong aga ky khi va ddc tinh thuy phéan tinh bot, va 180 ching dugc chon lam vi
khudn thudc giéng Bacillus. Cac didc tinh tiét ra nhidu loai enzym khac nhau duoc
xem xét, vi khudn c6 hai hodc nhidu enzym duogc 1iy 1am gdc, va 68 ching duogc lua
chon bang cach loai bo cac chung c6 doc tinh thong qua thir nghiém API vé dic tinh
1én men va dic tinh twong tu. PSi v6i cac chung nay, thir nghiém vé ddc tinh lam
thoai bién trong vi du tht nghiém 3 duéi ddy dugce thyc hién va cudi cing chang
Bacillus HB-88 va chung Bacillus HB-113 ¢6 céc dac tinh cao dugc chon.

Vi duy thr nghi¢m 2

Tao ra thé bién nap biang cach sir dung phuong phéap chirc néng

Déi voi chiing Marburg cta vi khudn Bacillus subtilis 3¢ danh gia chitc ning,
ching NBRC14144 thu dugc tr NBRC dugc st dung. Chung nay c6 dédc tinh bién
nap thong qua viéc dua ADN thé cho vao Vi khuin, nhung loai ctia cac enzym dugc
tiét ra 13 it va ndng do cua céc enzym nay ciing khéng dt. Chiung Bacillus HB-88
duwgc phat hién 1a ching tiét ra cdc enzym rat manh bing cach sang loc Bacillus
subtilis kiéu dai va duoc st dung 1am vi khudn thé cho.

Sau khi tao huyén phi cia ching NBRC14144 trong nudc mudi sinh ly
(0,85%) trong dia petri, vi khuin khang khang sinh dugc tao ra bing cach cho tiép
Xic V6i tia cyc tim, va vi khudn nay dugc chon bang phuong phép dia gradien khang
sinh (Manual of Methods for General Bacteriolozy p230, 1981) bing cach st dung
chloramphenicol.

Lién quan dén su bién nap tuy nhién, cac té bao chirc nang duogc tao ra béng
cach sir dung mdi trudong tdi thiéu theo phwong phép trong tai liéu: the method of
Microorganism Genetic Experiment Method pp96-101 (1982), va ching thé cho dugc
dua vao dé bién nap. Két qua 1a thu duoc ching Bacillus HB-14.

Vi du thtr nghiém 3

Chon vi sinh vt thudc gidng Bacillus tiét ra cac enzym lam thoai bién

(1) Mic do tiét ra enzym duoc xic dinh bang phwong phap theo tai lidu:
“Investigative Approach to NATTO”, p44 (Kouseisha Kouseikaku Co., Ltd.,
supervised by Kan Kinouchi). Co chét can duoc nghién ciru dugc hoa tan trong moi

truong aga tiéu chuan va duoc tiét tring theo phwong phap chung, va cac dia duogc
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tao ra bing cach rét moi trudng nay vao nhiéu dia petri c6 duong kinh 85mm. Ddi voi
chuin do, vung sach bén ngoai céc khuén lac dugc xé4c dinh béng cach st dung dia
gidy c6 dudng kinh 8mm va d6 day 1,5mm (Toyo Roshi Kaisha, Ltd.). T4t ca cac moi
truong nudi cdy vi khuén cin duge xdc dinh duoc danh ddu va nudi cdy sau khi nudi
cdy kidu quay trong mdi trudng bouillon binh thudng trong 20 gid, cac dia duge
ngam bing 30 dén 70ul méi truong nudi cdy vi khudn hiru hiu va sau d6 duoc gin
v&i cac dia xac dinh. Céc chudn do dugc xac dinh véi vung sach trong pham vi Imm
tinh tir ria ngoai ciia khudn lac 14 (+), trong pham vi tir 2 dén 3mm 1a (++), va 3mm
hodic rong hon 13 (+++). V& diém nay, khi khong c6 vung sach dugc tao ra, né sé
dugc xéac dinh 1a (-).
(2) Xac nhan dic tinh 1am thoai bién lipit

Sau khi tiét tring méi trudng aga tidu chudn chira 3% tributyrin, méi trudng
nay dugc nhil héa bang may tron déu polytron (KINEMATICA.CH) & toc d6 20000
vong/phit trong 5 phut va duge rét vao cac dia petri, va cac dia dé xac nhan dic tinh
lam thoai bién lipit dugc chuén bi. Péi voi lén sang loc déu tién, cac vi sinh vat thudc
gidng Bacillus & phan lap trude d6 dugc danh déu va nudi cdy trén cac dia ndy, va
dic tinh 1am thoai bién lipit dugc kiém tra. Cac dia dugc ngadm trong 70pl moi trudng
nudi cdy vi khuin duong tinh va dwa vao cac dia, cac dia nay duoc dit trong ta 4p &
nhiét d6 37°C trong 5 ngdy, va cac ving sach duoc xac dinh. Khi cac khudn lac phét
trién 16n, cac khuan lac nay dugc dua vao cac vung sach khi cac phan bén duéi tré
nén trong subt. TAt ca cac ching HB-14, ching HB-88 va ching HB-113 déu duoc
danh gia la (+++).
(3) Xé4c nhan dic tinh 1am thoai bién tinh bot

Sau khi tiét trung moi truong aga tiéu chuin chua tinh bot hoa tan 3% (Wako
Pure Chemical Industries, Ltd.), mdi truong nay dugce rot vao cac dia petri, va cac dia
d& x4c nhan dic tinh 1am thoai bién tinh bot dugce chudn bi. P6i v6i 1an sang loc diu
tién, cac vi sinh vét thudc giébng Bacillus da phén lap trude d6 duge danh diu va nudi
céy trén cac dia nay, va ddc tinh lam thoai bién tinh bot duge kiém tra. Cac dia duge
ngam trong 30pl moi truong nudi cdy vi khuan dwong tinh va dugce dua vao cac dia,
cac dia nay duoc dua vao ti 4p & nhiét do 37°C trong tAm gid, va cac ving sach duoc

xé4c dinh sau khi nho giot dung dich Lugol. Tt ca cac ching HB-14, chiing HB-88 va
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ching HB-113 déu dugc danh gia 1a (+++).
(4) X4c nhan dic tinh 1am thoai bién protein

Sau khi tiét tring moi truong aga tiéu chuén chira sita d4u nanh 10% (Fukuren.
Co.), mdi trudong nay dugc rot vao cac dia petri, va cac dia dé x4ac nhan dic tinh 1am
thoai bién protein thuc vat dugc chudn bi. Déi véi 1an sang loc diu tién, cac vi sinh
vat thudc gidng Bacillus d4 phan lap trude d6 duoc danh diu trén cac dia nay, va dic
tinh 1am thoai bién protein duoc kiém tra. Cac dia nay duoc ngdm trong 50ul moi
truong nudi cdy vi khudn duong tinh va dugce dua vao cac dia, cac dia nay dugc dua
vao ti ép ¢ nhiét do 37°_C trong 3 ngay, va cac vung sach dugc xac dinh. T4t ca céac
ching HB-14, ching HB-88 va ching HB-113 déu duoc danh gia 1a (+++).

Sau khi tiét tring mdi truong aga tiéu chudn chira 5% sira khoéng c6 chit béo
(Takanashi milk products co. Itd.,), mdi truong nay dugce rot vao cac dia petri, va cac
dia dé x4c nhan dic tinh 1am thoai bién protein dong vét duogc chudn bi. Ddi vé6i 1an
sang loc ddu tién, cac vi sinh vat thudc giéng Bacillus da phan lap truée d6 dugce
danh dAu trén cac dia nay, va dic tinh 1am thodi bién protein dugc kiém tra. Cac dia
dugc ngam trong 70l méi truong nudi cdy vi khuin duong tinh va duogc dua vao cac
cac dia, cac dia nay dugc dwa vao ta 4p & ﬁhiét do 37°C trong 10 giv, va cac ving
sach dugc xdc dinh. TAt ca céc ching HB-14, ching HB-88 va ching HB-113 déu
dugc danh gia 1a (+++).

(5) Xéac nhén dic tinh lam thoai bién vi khuén (1)

Vi khuan Escherichia coli (ching E.coli NBRC14237) dugc nudi cdy trong
mdi truomg bouillon binh thudng trong 20 gid, mdi truong nay duoc bd sung vao moi
trudong aga ti€u chudn da tiét trung voi1 ty 1€ 1% va dugc tron déu, va cac dia dé xac
nhan dic tinh 1am thodi bién vi khuin dugc chudn bi trong céc dia petri. Dbi v6i lan
sang loc dau tién, cac vi sinh vat thudc giéng Bacillus da phan lap trude d6 duogc
danh du trén cac dia nay, va dic tinh lam thoai bién vi khudn duge kiém tra. Cac dia
dugc ngam trong 70ul méi truong nudi cdy vi khuan duong tinh va dugc dua vao cac
dia, cac dia nay dugc dua vao ti ip ¢ nhiét do 37°C trong hai ngay, va cac vung sach
duoc xac dinh. TAt ca cac chiung HB-14, ching HB-88 va ching HB-113 déu duoc
déanh gia la (+++).

Tiép theo, vi khudn axit lactic (Lactobacillus acidophilus (ching
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ATCC53103)) dugc nudi ciy trong médi truong téng hop MRS trong 48 gid, moi
truong nay dugc bd sung vao mdi trudng aga tiéu chuin da tiét trung vai ty 1€ 1% va
duge tron déu, va cac dia dé x4c nhéan dic tinh 1am thodi bién vi khuin dugc chuén bi
trong cac dia petri. P6i voi 1an sang loc dau tién, cac vi sinh vat thudc gidng Bacillus
da phan 1dp trudc d6 dugc danh du trén cac dia nay, va dac tinh lam thoai bién vi
khuén duoc kiém tra. Cac dia dugc ngdm trong 70pl mdi trudng nudi cdy vi khuén
duong tinh va dugc dua vao cac dia, cac dia nay dugc dua vao td a“ip & nhiét o 37°C
trong mot ngay, va cac ving sach dwoc x4c dinh. Tat ca cac chang HB-14, ching
HB-88 va chiing HB-113 déu duoc danh gia 1a (+++).

(6) X4c nhan dic tinh 1am thoai bién vi khuén (II)

Dé lam 16 mtc do 1am thodi bién thanh té bao, mdi loai vi khudn Escherichia
coli va vi khuan axit lactic dugc nudi cdy trong 20 gid, va 160ml mdi loai moi truong
nudi cay dugc ly tim & tde do 5000 vong/phut trong 15 phat dé phan 14p cac té bao vi
khuan. Cac t& bao vi khuén cta ci vi khun Escherichia coli va vi khun axit lactic
dugc ly tim-rira hai 1an bang 80ml nudc mubi sinh ly tiét trung (0,85%) dé thu dugc
20ml mdi trudng nudi ciy vi khudn. Cac méi trudng nudi cdy vi khun nay duoc tiét
trung & nhiét do 85°C trong 10 phit, dwgc bd sung vao mdi trudng aga tiéu chuin da
tiét tring v&i ty 18 5% (theo thé tich) sau khi 1am nguoi bing nude lanh va duge tron
déu, va cdc dia dé xdc nhan ddc tinh lam thodi bién thanh té bao dbi v6i vi khudn
Escherichia coli va vi khuén axit lactic dugc chuén bi. Dbi voi 1an sang loc dau tién,
cac vi sinh vat thudc giéng Bacillus da phan lap trude d6 duge danh dau trén cac dia
ndy, va ddc tinh 1am thoai bién vi khudn duoc kiém tra. Cac dia duoc ngim trong
70ul mdi truong nudi cdy vi khudn duong tinh va duoc dua vao cac dia cia ca hai
loai, cac dia nay dugc dua vao ta ép ¢ nhiét do 37°C trong 10 gio, va cac ving sach
dugc xac dinh. Dbi vai ca vi khudn Escherichia coli va vi khuén axit lactic, tAt ca céc
chung HB-14, ching HB-88 va ching HB-113 déu duoc danh gia 1a (+++).

(7) Pic tinh sinh trudng tir dich tan vi khuén

Vi khuln Escherichia coli da mé ta trén day dugc nudi cdy trong méi truong
bouillon binh thuong trong 20 gio, va 40ml mdi trudng nudi cdy nay duoc tach bing
cach ly tam & téc d6 5000 (vong/phit) trong 15 phut. Vi khuan nay dugc rira- ly tdm

theo cach tuong tu béng nude mudi sinh ly (0,85%), va thao tac nay duogc lap lai ba
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1an. C4c mudi vo co can tdi thidu 1a (NH,NO;: 1,0%, KH,PO,: 0,25%, MgSO47H,0:
0,25%, va FeSO,7H,0: 0,0002%) va aga dugc bd sung vao 20% trong tong sb vi
khudn da rira, va cac dia dé xac nhan dic tinh lam thoai bién vi khudn dugce chuén bi
trong cac dia petri. Cac dia nay dugc danh ddu va nudi ciy trong ti dp & nhiét do
37°C trong hai ngdy, va dic tinh 1am thoai bién dugc kiém tra. Két qua 13 cac dic tinh
sinh truéng cia ching HB-14, chung HB-88 va ching HB-113 dugc xac nhén, va
mdi truong xung quanh cac khuin lac tré nén trong sudt. V& mit nay, déi voi céc
chiing dwong tinh, d x4c nhan duoc ring chung khéng sinh trudng trong moi trudng
aga chi chira cac mudi v6 co néu trén.

Déi voi 68 chiing c¢6 hai loai enzym lam thoai bién (lipit va tinh bot) trong sé
180 chung, chuin d¢ ctia cac enzym lam thoai bién khac dugce xac nhan thong qua vi
du thir nghiém 3. Cac két qua cua chiung duoc thé hién trong bang 3. Nam chuing c6
chudn do cua cac dic tinh 1am thoai bién (+++) dbi voi tat ca cac muc duge tim théy,
va chung HB-14, HB-88 va HB-113 dugc chon lam dai di¢n cda ching.

Chuin d0 cua dic tinh 1am thoai bién coa cac enzym lam thoai bién cua vi

khuan thudc giéng Bacillus

Bang 3
(=) | ()| () | (+5)
Pic tinh lam thoai bién lipit 106 | 49 | 18 7
Dic tinh 1am thoai bién tinh bot 79 51| 31 | 19
Dic tinh 1am thoai bién protein thuc vét 23 [ 23| 14
Pic tinh 1am thoai bién protein dong vat 26 |16 | 17

Xac nhan dic tinh 1am thoai bién Escherichia coli (1) 33 | 15| 13
Xéc nhan dic tinh lam thodi bién vi khuén axit lactic (I) | 39 | 13 | 11
X4c nhén dic tinh lam thodi bién Escherichia coli (1I) 31 [ 16 | 12
Xac nhan dic tinh 1am thoai bién vi khuén axit lactic (I) | 35 | 14 | 11

oo | O || Q| \O | oo

Vidu 1
Gi4 tri s6 phén tich chung cia viéc xir Iy va khi
Chang HB-113 (NITE BP-1277), tiét ra rit nhiéu enzym lam thoai bién lipit,

thanh té bao, protein va tinh bot va c¢6 thé sinh trudng bang cach sir dung dich tan cia
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vi khudn lam ngudn dinh dudng, dugc su duhg. Tir bé didu chinh nudc ban dau trong
nha may san xuét san phim sira, 200 lit nuée thai dugc cho vao bé chia 6 dung tich
500 lit, vi khudn néu trén dugc dua vao véi ty 1€ 100 mg/l, va viéc xt ly dugc thuc
hién trong 24 gid trong diéu kién wa khi voi lugng oxy hoa tan & thoi didm ban dau 1a
10 mg/l (25°C) ho#c cao hon béng cach st dung thiét bi tao ra bot khi min ¢& micro
‘MAB (Nihon Mizu Syori Giken Co.). Céc gia tri phan tich khi nuéc thai duge xi 1y
dugc thé hién trong cac bang 4 va 5 dudi day. Bé da dugc xur ly bang cach bd sung
chiing HB-113 cho thiy két qué tét hon vé ty 16 BOD, COD, N-hexan va SS giam so
v6i bé khong duoc bd sung chung vi sinh vat n€u trén.

Két qua khi xir ly bang cach bd sung chung HB-113

Béng 4
BOD COD N-hexan SS
(mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1)
Nudc ban dau 1900 560 77 912
Sau khi xtr ly 24 gio 860 275 32 459
Ty 1€ giam (%) 54,74 50,89 58,44 49,67
Két qua khi khong bd sung vi khuén
Béang 5
BOD COD N-hexan SS
(mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1)
Nudc ban dau 1300 413 170 724
Sau khi xtr ly 24 gio 1100 373 80 612
Ty 1€ giam (%) 15,38 9,68 52,94 15,46
Vidu?2

Thir nghiém lam giam lugng bun

Nuéce chira 7% sita dugc sit dung lam mau nude thai ban dau, 2ml ching
Bacillus HB-14 (NITE BP-1275) dwgc nudi ciy trong mdi truong bouillon binh

thuong (Eiken Chemical Co., Ltd.) dugc bd sung vao 200ml nudc néu trén, va viéc
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nuoi cr?'ly & giai doan so bo dugc thuc hién béng cach nudi céy kiéu quay & nhiét do
30°C trong 24 gio. Moi trudng nudi cdy & giai doan so bd nay dugc bd sung vao
800ml bun 16ng (bun 16ng can duge thir nghiém; COD=31) dé xur Iy nuGc thai trong
nha may san xudt banh keo, dung dich néu trén dugc loc qua da bot dung cho bé ca
nhiét déi va khong khi dugc thdi véi luu qung nhét dinh dé tudn hoan bun (ném
trong khoang tir 1,2 dén 2,0mg oxy/l) dé thuc hién viéc nudi cdy suc khi. Sau mét
ngdy, 200ml mau dugc ldy, va méi trudng nudi cdy & giai doan so bd dugc bd sung
lam miu ngay dau tién. Coéng doan nay duoc lap lai trong mot tudn, va gia tri MLSS
ciia lugng bun néu trén duoc xac dinh.

Ngoai ra, dé so sanh, vi sinh vat thudc gidng Bacillus dugc phan lap tir natto
(vi sinh vat nay khong bi lam tan; dic tinh lam thoai bién protein la (+); dac tinh lam
thoai bién lipit 1a (-); va dic tinh lam thoai bién tinh bot 1a (+++)) duoc st dung thay

cho chiing HB-14. Céc két qua duoc thé hién trong bang 6.

Két qua:
Bang 6
Su lam giam lugng bun
Ching HB-14 Chung dugc phan 1ap tir natto

MLSS Ty 1€ lam giam lugng MLSS | Ty 1€ lam gidm lugng

(mg/1) bun (mg/1) bun
Bit dau 7935 0% 7935 0%
Sau I ngay | 7351 7,4% 7649 3,6%
Sau 3 ngay | 5044 36,4% 7102 10,5%
Sau 5 ngay | 4311 45,7% 6959 12,3%
Sau 7 ngay | 3984 49,8% 6459 18,6%
Viduy3

Thir nghiém vé viéc ngdn chan sy tic 15 trong khi xtt Iy nuée thai bang cach sir dung
mang
(1) Bé lam mAu nude thai ban ddu, 1000ml nudce thai chia 10% sita dau nanh

(stta ddu nanh khong duong; Fukuren. Co.) dugc st dung. 20ml ching Bacillus
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subtilis HB-88 (NITE BP-1276) dugc nudi cdy trong médi trudong bouillon binh
thuong trong 20 gid duge bd sung vao miu nude thai néu trén, va dung dich nay
dugc loc qua da bot dung cho bé ca nhiét d6i va khong khi duoc thdi véi luu lugng
nhét dinh dé tudn hoan bun (nam trong khoang tir 1,2 dén 2,0 mg oxy/l) dé thuc hién
viéc nudi céy suc khi ca ngay. Sau tir mot dén bdn ngay, 200ml mdi loai mau dugc léy,
mAu nude thai ban dau cha 10% sita ddu nanh duge bd sung vao mdi mau néu trén
dé didu chinh thé tich dén 1000ml, va viéc nudi cdy suc khi tiép tuc duge thuc hién.
Mbi miu nay dugc ly tim (3000 vong/phut) sau khi xac dinh MLSS, va c6 thé thuc
hién viéc xtr nuGc trong nim ngay bing cach st dung bd loc khir trung c& 0,45
micron.

(2) Mit khéc, viéc xir Iy twong ty nhu trong phin (1) néu trén duoc thuc hién,
ngoai tru bun léng hoat héa duoc dwa trg lai (thu duge tir nha may san xudt thuc
pham; COD=31) dugc sir dung thay cho ching Bacillus subtilis HB-88 duoc nudi cy
trong moi truong bouillon binh thuong. Trong truong hop nay, bd loc khir trung c&
0,45 micron bi tic va viéc loc gén nhu khong thé thuc hién duogec.

Vidu4
Thir nghiém vé viéc lam giam luong chit béo va dau trong nude thai

(1) 500ml dung dich nudc, trong d6 cac mudi v6 co ((NHy),SOq: 5,0g,
Na,HPO,: 0,5g, MgSO47H,0: 0,25g, va CaCOj;: 5,0g) dugc hoa tan, dugc tiét trung,
va thu dugc dung dich bing cach bd sung nude vao 100ml sira da loai bo chit béo
(sita khong chtra chét béo Takanashi) dé diéu chinh thé tich dén 500ml dugc bd sung
vao dung dich nuéc néu trén dé thu dugc 1000ml dung dich, dung dich nay dugc st
dung lam méi truong nudi cay so bd. Hai moi trudong nudi cdy so bo duge tao ra.

(2) P6i v6i moi truong nudi cdy so bd nay, 20ml mdi truong nudi cdy nim
men (chiing YH-01, Hinode Sangyo Co., Ltd), dugc nudi cy kiéu quay trong moi
truong bouillon binh thuong & nhiét d6 30°C trong hai ngay, va 20ml mdi truong nﬁ(")i
cdy ching Bacillus HB-113 (NITE BP-1277), dugc nudi ciy theo cach tuong tu, duogc
bd sung vao, va dd chtra duoc duy tri ¢ nhiét d 30°C. Dung dich nay dugc loc qua da
bot va nudi cdy trong mot ngay, khong khi duge thdi voi luu lwong nhét dinh dé tudn
hoan dung dich (nim trong khoang tir 1,2 dén 2;0 mg oxy/l), nho d6 thu duge modi

truong nudi cdy & giai doan so bo (hai phén).
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Nude duge bd sung vao 60ml sira (sita khong duong Takanashi, chira 3,6%
chit béo) dé diéu chinh dén tong thé tich 1a 1000ml, va dung dich nay dugc sir dung
lam mAu nude thai ban dau chira chét béo va diu. Moéi trudng nudi cdy & giai doan so
bd dugce bd sung vao mau nudc ban dau ne‘ly dé thu dugc nudce thai chira chit béo va
diu (1080 mg/l) véi tdng lwong 2000ml. Nudc thai chira chit béo va diu nay (hai
phan) duoc duy tri trong dd chira & nhiét d6 30°C, dwogc loc qua da bot nhu trén day
va nudi cdy trong ba ngay c¢6 khong khi duoc thdi vao véi luu lugng nhat dinh dé
tudn hoan dung dich nay. P& lam mau, 1000ml dung dich néu trén dugc ldy mdi ngay,
va lugng chat chiét n-hexan (luong dau) trong nude thai da xi ly duge xéc dinh.

(3) Dé so sanh, chi 20ml méi truong nudi cdy ndm men (ching YH-01, Hinode
Sangyo Co., Ltd), duoc nudi cdy kiéu quay trong méi trudng bouillon binh thuong &
nhiét d6 30°C trong hai ngay, dugc bo sung vao hai phan mdi trudong nudi cdy so bd
dugc tao ra trong phan (1) néu trén. Moi trudng nay dugc nudi cdy nhu trong phan
(2), va luong chét chiét n-hexan trong nude da xir ly duge xac dinh.

(4) DBé so sanh, chi 20ml méi trudong nudi ciy ching HB-113, dugc nudi ciy
kiéu quay trong méi trudng bouillon binh thudng & nhiét do 30°C trong hai ngay,
dugc bd sung vao hai phin méi truong nudi cdy so bd duoc tao ra trong phén (1) néu
trén. Moéi truong nay dugce nudi cay nhu trong phan (2), va luong chét chiét n-hexan
trong nudc di xir Iy duoc xac dinh. Cac két qua cia phan (2), (3) va (4) dugc thé hién

trong bang 7.

Bang 7
Luong dau trudc| Luong ddusau | Lwong diu sau 2 Luong diu sau 3
khi xir Iy (ty 1& | mot ngay (gidng | ngay (gibng nhu | ngay (giébng nhu
dau con lai) | nhu trong cot trdi) | trong cOt trai) trong cot trai)
YH-01+ 1080 mg/1 260 mg/1 49,7 mg/1 36,7 mg/l
HB-113 100% 24,1% 4,6% 3,4%
V01 1080 mg/1 386 mg/l 245 mg/l 116 mg/1
100% 35,7% 22,7% 10,7%
HB-113 1080 mg/1 1065 mg/1 1051 mg/1 1059 mg/1
100% 98,6% 97,3% 98,1%
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Vidu5
Téc dung uc ché Escherichia coli

Cac mubi vo co ((NH4),SO4: 5,0g, Na,HPO,: 0,5g, MgSO,4 7H,0: 0,25g va
CaCOs: 5,0g) dugc hoa tan trong 970ml nudc, va 30ml sita (ty 1& chit béo 3,6%)
dugc bd sung vao d6 dé thu duge 1000ml dung dich dung 1am mAu nude thai ban diu
chira cht béo va dau. Tiép theo, 10ml mdi truong nudi cdy ndm men (chung YH-01),
dugc nudi cdy kidu quay trong mdi trudong bouillon binh thuong & nhiét do 30°C
trong hai ngay, 10ml méi trudng nudi ciy chfmg HB-88 (NITE BP-1276), dugc nuoi
cay kidu quay trong méi truong bouillon binh thudng & nhiét d6 35°C trong mot ngay,
va 10ml Escherichia coli (chung NBRC14237), dugc nu()ivcéy kiéu tinh trong moi
truong bouillon binh thudng & nhiét d6 35°C trong mot ngay, duoc bd sung vao dung
dich néu trén, va qué trinh nudi céy kiéu quay dugc thuyc hién nhe nhang & nhiét do
32°C trong ba ngay. Cac mau phan tich dugc ldy sau mot ngay va sau ba ngay, va
ham lwong diu va luong vi khuin dugc bd sung vao mdi miu duoc xac dinh. Dé xéac
dinh luong vi khuén, viéc pha lodng dugc thuc hi¢n theo cach thich hop béng nudc
mudi sinh 1y da tiét tring theo phuwong phap théng thuong. D6i voi viee phat hién
ndm men (YH-01), viéc nudi cdy dwoc thuc hién & nhiét do 30°C trong ndm ngay
bing cach str dung mdi truong aga Sabouraud (Eiken Chemical Co., Ltd.) va Bacillus
(HB-88) durgc nudi cay & nhiét o 37°C trong hai ngay bing cach sir dung moi truong
aga tiéu chuin. Pdi v6i Escherichia coli, 0,1ml mdi trudng ban ddu duoc phi vao dia
chira méi truong deoxycholat va duoc nudi cdy & nhiét do 37°C trong hai ngay. Cac
két qua duoc thé hién trong bang 8. Két qua 1a Escherichia coli duge giam di ca sau
mot ngdy va sau ba ngay, va chat béo va diu dugc thoai bién ¢ muc théa dang nhu

trong vi du 4.

Bang 8

Ngay sau khi cdy Sau mot ngay Sau 3 ngay

Ty 1& chét béo va dau
_ 100% 27,5% 5,0%

trong nudc thai
Nam men (YH-01) 1,6x10°/ml 7,1x10"/ml 7,6x10"/ml
Chung Bacillus HB-88 3,6x10°/ml 1,6x10%/ml 2,1x10%/ml
Escherichia coli 2,2x10%/ml 0/0,1ml 0/0,1ml
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Kha ndng trng dung trong cong nghiép

Vi sinh vat thudc gibng Bacillus theo sang ché c6 dic tinh lam thoai bién thanh
té bao va sinh truéng bang cach st dung cic té bao da dugc lam thoai bién, tiét ra
enzym lam thoai bién lipit, va con tiét ra cac enzym lam thoai bién protein va tinh
bot.

Ngoai ra, bing cach sir dung cac dic tinh cta vi sinh vat thudc gidng Bacillus
néu trén, c¢6 thé lam giam luong bun du trong phwong phap bun hoat tinh, lam giam
lugng chét béo va dau trong nude thai, va cai thién kha ning tach chét rin-chit 16ng.
Cu thé, buin chira cac chit do nhét 1a protein, chat nhét 1a polysacarit, chat dong tu 1a
chét béo, chat dong tu 13 té bao, cac chit khoang va chét tuong tu, va la chit dong tu
clia cac thanh phan nay. Vi sinh vat thudc gidng Bacillus theo sang ché tiét ra cac
enzym lam thoai bién cac thanh phin néu trén ngoai trir cac chit khoang va c6 thé
sinh truéng trén cac thanh phan dugc 1am tan, va do d6 viée lam giam lugng bun du
c¢6 thé duoc thuc déy mot cach hi€u qua.

Ngoai ra, d6i v6i nude thai chira chét béo va diu, tic dung lam thoai bién dau
va chét béo c¢6 thé dugc tang 1én bang cach dé vi sinh vat nay séng cong sinh v6i men

dong hoa chat béo va dau.
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YEU CAUBAO HQ

1. Vi sinh vét, trong d6 vi sinh vét ndy co tén la ching Bacillus HB-14 (NITE
BP-1275), chung Bacillus HB-88 (NITE BP-1276) hodc chung Bacillus HB-113
(NITE BP-1277).

2. Tac nhan xir Iy nudc thai dang vi khuédn séng dé l1am giam lugng bun du,

trong d6 tac nhan nay chira vi sinh vt theo diém 1.

3. Ché phim dang vi khuin séng dé xir Iy nudc thai chira chit béo va dau,
trong d6 ché phdm nay chtra vi sinh vat theo diém 1 va nAm men d6ng hoa chit béo

va dau.

4. Phuong phap lam giam luong bun du trong thiét bi xir Iy nudc thai, trong d6
phuong phép nay bao gdm budc dua mot loai vi sinh vat theo didm 1 hodic hdn hop
ctia hai hodc nhiéu loai vi sinh vat nay vao nudc can dugce xir ly trong thiét bi xu ly

nudc thai.

5. Phuong phdp ngén chin sy gidm dong chay di qua mang trong phuong phap
xir Iy nudce thai bang cach tach chét rin-chét 16ng dé loai bo nudc sir dung mang tach
chat ran-chit 16ng, trong d6 phuong phép nay bao gdbm budc cho mot loai vi sinh vat
theo diém 1 hogc hdn hop ctia hai hogc nhiéu loai vi sinh vét ndy phan ing v6i mang

tach chit rdn-chét long.
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Fig. 1
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