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1
MO PAU

I. LIDO CHON DE TAI

L-lysine 1a mét trong nhitng acid amin can thiét ma con ngudi, dong vat khéng
tu t6ng hop dugc phai nhan tir thire an. L-lysine c6 tac dung duy tri hé mién dich va
tang trudng chiéu cao, kich thich an ngon. L-lysine ¢ nhiéu tng dung trong linh vyc
thuc pham, dugc pham [25]. Trong san xuét, ngudi ta sir dung nhiéu phuwong phéap dé
thu nhan L-lysine nhu thay phan, hda hoc, hda hoc két hop sinh hoc va Ién men. Lén
men 14 phuwong phap phd bién vi khic phuc duoc nhuoe diém cua cac phuong phap
con lai, gia thanh thap, hiéu suat cao, dic biét 1a kiém soat duoc quy trinh san xuat va
c6 thé duoc ttng dung dé san xuat theo quy mé cong nghiép [5].

Nhitng ndm 1960, thé gisi da st dung vi khuan Corynebacterium glutamicum
(C. glutamicum) dé 1én men thu nhan L-lysine véi quy md coéng nghiép. O Viét Nam
quy trinh san xuat L-lysine chua duoc hoan thién. Viéc nghién ctiu san xuat L-lysine
trong diéu kién Viét Nam 1a dé gép phan hoan thién quy trinh 1én men L-lysine véi
quy md cong nghiép. Tir muc dich chung, viéc tng dung céng nghé Ién men san xuat
L-lysine khdng nging ting. Cac chung vi sinh vat dugc dung dé san xuét L-lysine:
Corynebacterium  glutamicum, Brevibacterium flavum, Micrococcus glutamicum,
Brevibacterium lactofermentum [17]. Do nhu ciu L-lysine ngay cang ting 7-8% /nim
[25]. Hién nay ngudi ta da nghién ciu nhiéu giai phap dé cai thién hiéu suat 1én men
thu nhan L-lysine. M6t trong nhitng giai phap cai thién hiéu suat 1én men thu L-lysine
1a str dung k¥ thuat cé dinh vi sinh vat. Pay 1a ky thuat bao boc hoic dinh vi vi sinh
vat trong mot khdng gian nhat dinh nhung van dam bao duoc hoat tinh sinh hoc cua vi
sinh vat [14], tranh duoc cac tic dong cua mdi trudng nudi ciy. Pac biét 14 mat do vi
sinh vat c¢é dinh it bi thay ddi trong sut qua trinh 1én men, nho d6 hiéu suat thu duoc
tuong ddi cao, 6n dinh. Do dugc chat mang bao bén ngoai nén viéc tham thau co chat
tir moi trudng vao té bao va cac san pham tir té bao ra moi trudng con han ché. Chinh

Vi vay, chling tdi can phai lwa chon chat mang cho phi hop voi ddi twong duoc ¢b dinh
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[14, 22]. Qua nghién ciru kappa - carrageenan (k-carrageenan) la chat mang c6 cac tinh
chat co 1y d6 dai, d6 dan hdi pht hop cho ki thuat ¢ dinh vi sinh vat. Bac biét & k-
carrageenan la co thé tao gel ¢ diéu kién 6n hoa nén rat phi hop dé co dinh vi sinh vat
noi chung va vi khuan C. glutamicum [14]. Véi nhiing i do trén, ching toi tién hanh
dé tai: “Thir nghiém tao ché pham Corynebacterium glutamicum trén chat mang
kappa - carrageenan dé wng dung thu nhan L-lysine”.
Il. MUC PiCH NGHIEN CUU
Tao ché pham C. glutamicum trén chat mang k-carrageenan.
Ung dung ché pham c6 dinh dé Ién men thu nhan L-lysine.
I11. POI TUQNG NGHIEN CUU
Chung vi khuan C. glutamicum VTCC - B - 0632 (Vietnam Type Culture
Collection - B - 0632) tir trung tam luu trit gidng vi sinh vat chuan - Pai hoc Qudc gia
Ha Noi.
IV. PHAM VI NGHIEN CUU
Thir nghiém tao ché pham C. glutamicum trén chat mang k - carrageenan, wng dung
thu nhan L-lysine & quy md phong thi nghiém
V. NHIEM VU NGHIEN CUU
Xéc dinh céc théng so toi wu quy trinh ¢b dinh C. glutamicum trén chat mang k-
carrageenan bang phuong phap t6i wu hoa quy hoach thuc nghiém.
Khao sat kha nang tai sir dung ché pham C. glutamicum cé dinh.

Khao sat mot sé diéu kién bao quan ché pham.
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Chwong 1. TONG QUAN

1.1. ACID AMIN L-LYSINE

111, Gidi thigu

L-lysine 13 mét trong nhitng acid amin can cho nhu cau dinh dudng caa dong vat
va con ngudi. L-lysine c6 trong thuc pham, thirc dn chin nudi. Trong nhiéu truong hop
can bd sung L-lysine vao thace an cua vat nudi. Tam quan trong cao cua L-lysine vé
dinh dudng di kich thich rat nhiéu nghién cau tap trung vao con duong sinh téng hop
L-lysine va vi sinh vat c6 kha ning san xuat nhiéu acid amin nay [42].

C6 nhiéu chung vi sinh vat ¢ kha nang san xuét L-lysine, trong sé c4c chung d6
C. glutamicum 1 chung duoc quan tdm nhiéu hon trong viéc san xuat L-lysine, vi C.
glutamicum twong dbi d& nudi cay, thich nghi véi diéu kién san xuat quy mé 1én.

L-lysine 1a san pham dugc C. glutamicum tong hop, bai tiét ra ngoai voi mic do
cao do trong co thé vi khuan nay khéng cé enzym phan hiy L-lysine, c6 giai doan can
bang sinh khéi va thoi gian thu nhan san pham bac hai dai [34].

Lich sir xuat hién Lysine bat dau tir Drechsel (1889), tac gia da xac dinh c6 su
hién dién cua mét hop chat méi trong qué trinh thay phan casein va tac gia dat tén cho
hop chat nay 1a lysatin vao nim 1890. Nam 1891, dua vao nhiéu nghién ciru sau d6 tac
gia lai dat tén cho hop chit d6 1a Lysine va cong thirc caa Lysine dugc Ellinger dua ra
vao nam 1899:

NH; — (CH,), — CH(NH,) - COOH

Lysine chtra hai nhém chirc mét nhom la (-NH;), mét nhém la (-COOH), cé hai
dang dong phan L va D, nhung dong phan dang L - lysine la dang ma con nguoi, dong
vat dé hap thu nhét va c6 ung dung trong nhiéu linh vuc [5, 39].

Tén qudc té : 2,6-diaminohexanoic acid

Cong thtrc phan tu: CgHyg N, O,.

Khéi lwong phan tr gam: 146,19 g/mol
Tén thong thuong: Lysin



Chir viét tat: K hay Lys
Codon cua Lysine la AAA va AAG

Hinh 1.1. CAu tric khdng gian cta Lysine [43]

1.1.2. Badn chdt ciia qua trinh sinh téng hep L- lysine

Co ché diéu hoa sinh tong hop L-lysine & vi khuan C. glutamicum dién ra hai giai
doan qua so do hinh 1.2.

Giai doan 1: Glucose tong hop nén oxaloacetate (do oxaloacetate 14 tién chat dé
téng hop aspartate). D& cho qua trinh sinh téng hop dién ra can phai cung cip ngudn
nguyén liéu giau carbon nhu glucose, thong qua chu trinh duong phén, glucose sé
duoc chuyén hoa thanh pyruvate, mot phan cua pyruvate s& tham gia vao chu trinh
Krebs dé tao ra ning lugng cung cap cho hoat dong song cua té bao, phan con lai s&
chuyén hoa thanh oxaloacetate chat nay tong hop aspartate.

Giai doan 2: Tong hop L-lysine tir aspartate

Aspartate - B- semialdehyde duoc tong hop tir aspartate théng qua san pham
trung gian B- aspartyl phosphate. Aspartate - p- semialdehyde 14 tién chat chung dé
tong hop L-lysine va homoserine (hinh 1.2). Hoat dong cua enzym homoserine
dehydrogenase s& chuyén héa homoserrine thanh methionine, threonine va isoleucine

can cho su sinh truong cua vi khuan.
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Glucose

!

Pyruvat

g

Oxalaxetate

g

Aspartate
B- Aspartyl - phosphate

g

Aspartate - B — semialdehyde

(3) )

Homoserine

L-lysine

Methionine Threonine— Isoleucine
Hinh 1.2. Co ché diéu hoa sinh tong hop L-lysine [5]

Khi threonine tao ra du, chat nay s& két hop véi L-lysine vira duoc tong hop dé
rc ché hoat dong cua enzym aspartate kinase, 1am cho céu trdc tdm hoat dong cua
enzym aspartate kinase bi thay d6i, nén enzym nay khdng gan dugc voi aspartate dé
xUc tac qud trinh phan tmg. Do d6 khong chuyén hoa duogc aspartate thanh aspartate -
B - semialdehyde dé giam hoac khong tong hop ra L-lysine cling methionine, threonine
va isoleucine. Khi luong threonine hét thi enzym aspartate kinase hoat dong binh

thuong va qua trinh lai tiép tuc dién ra theo 2 giai doan da néu.
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L-Aspartate

L-Aspartyl - phosphate

Threonine <«— L - Aspartyl - semialdehyde

DapA Pyruvate

L-2,3Dihydro-picolnate

LysE J'
L'IySin (ngoai bao)

Hinh 1.3. So d6 &c ché nguoc trong tong hop L-lysine & C. glutamicum [42]

Vén dé dat ra 1a néu mudn tao ra nhiéu L-lysine phai diéu chinh lam sao cho L-
aspartate - p - semialdehyde khong chuyén hda thanh homoserine. Mudn vay ta phai
lam bat hoat enzym homoserine dehydrogenase dé enzym nay khéng c6 kha ning
chuyén hoa L —aspartate - p - semialdehyde thanh homoserine. Pén day thi con duong
sinh tong hop L-lysine chi dién ra moét nhanh, khai dau tir aspartate nho enzym
aspartate kinase mot enzym quan trong caa qua trinh bién doi. Vay 1am thé nao dé
lwong L-lysine do vi khuan tiét ra nhiéu hon?. Nhiéu tac gia da nghién ciru va tac dong
vao hé gen cua vi khuan dé gay bién ddi gen nhu tac dong vao gen LysC, day la gen
tong hop nén enzym aspartate kinase va di ting dwoc hoat tinh hoat dong cua enzym
aspartate kinase va cac gen khac. Bé téng hop thanh L-lysine phai c6 sy tham gia cua
rat nhiéu gen, nhiing gen nay tong hop nén cac enzym tuong Gng, CAC enzym tao ra s&

c6 tac dung xUc tac cho qua trinh chuyén hoa dé tong hop L-lysine thé hién & bang 1.1
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Bang 1.1. Cac gen ma hoa cac enzym tham gia vao tong hop L-lysine

STT Gen Tén enzym dugc méd hoa
1 lysC Aspartate kinase
2 asd Aspartate semialdehyde dehydrogenase
3 dapA Dihydrodi - picolinate synthase
4 dapB Dihydrodi - picolinate reductase
5 dapD Tetrahydrodi - picolinate succinylase
6 dapC Succinyl - amino ketopimelate transaminase
7 dapE Succinyl - amino pimelate succinylase
8 dapF Diaminopimelate epimerase
9 lysA Diaminopimelate decarboxylase
10 ddh Diamino - pimelate dehydrogenase
11 lysE Permease

Chu thich: STT: s6 ther tw

Qua so dd hinh 1.4, tir L - Aspartate trai qua qua trinh bién d6i duéi tac dung cua
cac enzym duqc tao ra tir cac gen LysC, asd, L - Aspartate tao thanh L - Aspartate - -
semialdehyde. Dé tao ra dugc nhiéu L-lysine, giai phap dat ra can bat hoat enzym
homoserine dehydrogenase dé enzym nay khdng c6 kha ning chuyén hoa L- aspartate
- B - semialdehyde thanh homoserine cung threonine, isoleucine. Khi d6 con duong
sinh tong hop L-lysine ¢ C. glutamicum bat dau tir aspartate dién ra theo mot con
duong dé tao L-lysine, véi sy tham gia hoat dong cua nhiéu enzym dugc ma hoa lan

luot bai cac gen ¢ (bang 1.1) va trai qua nhiéu phan ¢ng trung gian. Cudi cing L-

[17]

lysine dugc xuat ra ngoai t& bao nhd enzym permease (lysE).
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L- Aspartate

lysC
y

L- £-Aspartyl phosphate

asd Methionine
A
L-Aspartate 5-semialdehyde > threonine
dapA isoleucine
L-2,3 - Dihydrodipicolinate
dapB
v
L- piperideine -2-6-dicarboxylate
v dapD
Succinyl — 2- amino — 6- ketopimelate
v danC diamino - pimelate
Succinyl - 2,6- L,L~diaminopimelate dehydrogenase
(ddh)
dapE
A
L, L—diaminopimelate

y

] dapF /
D, L- Diaminopimelate Mang té bao

LvsA

y

L - lysine (té bao)

LysE

A 4

L - lysine (tiét ra bén ngoai)

Hinh 1.4. Con duong sinh tong hop L-lysine & C. glutamicum [17]
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Quan sat hinh 1.4, & qué trinh tong hop L-lysine dién ra nhanh ta s& tac dong
vao enzym diamino - pimelate dehydrogenase (ddh), dé enzym (ddh) c6 thé s& chuyén
L-piperideine -2,6 - dicarboxylate thanh D, L - diaminopimelate va vai su tac dong
cua enzym diaminopimelate decarboxylase (lysA), cung vai enzym permease (lysE)
thi L-lysine dugc tiét ra ngoai [17].

Xuat phét tir co ché diéu hoa sinh tong hop L-lysine ta thiy c6 cac hudng sau dé
cai thién san luong L-lysine:

Cai tao gidng C. glutamicum sao cho enzym aspartate kinase khong con bi tc ché
bai hon hop L-lysine va threonine khi dugc tao ra. Nam 1990, Jetten va cs., di tao ra
dot bién khang AEC (amino-ethyl-cysteine) caa gen lysC. Cac nghién ctu cho thiy
locus lysC méa hda aspartate kinase 1a gém hai gene chdng chéo 18n nhau, lysCa va
lysCg véi lysCp ¢ vai tro gilip cho enzym aspartate kinase khang tc ché nguoc [25].

Lam bat hoat enzym homoserine dehydrogenase dé enzym khong con kha ning
chuyén héa aspartate - B - semialdehyde thanh homoserine bang cach tac dong vao gen
nay dé tao ra nhitng chung giéng dot bién mat gen nay hoidc c6 nhung bi bat hoat.

Tang biéu hién cua gen dapA ma hda enzym dihydrodipicolinate synthase c6 thé
lam tang kha ning san xuét L-lysine. Két qua ndy giéng nhu viéc nang cao biéu hién
enzym aspartate kinase. Qua nghién ctu, cac tac gia thay rang mac do biéu hién cua
gen dapA lam giam hoat tinh cia enzym homoserine dehydrogenase [25].

1.2. VI KHUAN C. GLUTAMICUM

1.2.1.  Nguén géc cia ching giéng

Niam 1950, Kinoshita va cs., di phat hién C. glutamicum c6 kha niang san xuat
acid amin L-glutamic. Trong ntra dau thé ki 20, bot ngot dugc san xuat bang chiét xuat
tir 1aa mi, dau twong va cac ngudn protein thuc vat khac sau d6 thuy phan bang acid
HCI dam dic. Mot thoi gian ngin sau sy phét hién cua Kinoshita S vao nim 1957,
Kyowa - Hakko bt dau I&én men san xuit bot ngot (ng dung Micrococcus glutamicus

(sau d6 d6i tén Corynebacterium glutamicum ) (Kumagai, 2000). Tir &6 cac quy trinh



10

cdng nghé sinh hoc vai loai vi khuan Corynebacterium duoc phét trién trong san xuat
acid L-glutamic va L-lysine [37].
1.2.2.  He¢ théng phan logi
Theo khoa phan loai Stackebrandt E va cs., (1997) [17], C. glutamicum thudc:
Gidi: Bacteria
Lop: Actinobacteria
Phén lop: Actinobacteridae
Bo: Actinomycetales
Phan bo: Corynebacterineae
Ho: Corynebacteriaceae
Gidng: Corynebacterium
Loai: Corynebacterium glutamicum

1.2.3.  Bdc diém cia vi khudn C. glutamicum

Trong tu nhién chung C. glutamicum dugc tim thiy & dat, chat thai, phan bon.
Hau hét cac chung c6 khuan lac mau vang nhat dén vang, mot vai c6 mau trang kem
[17].

Collins va Cummins (1986), di mo ta vi khuan C. glutamicum voéi cac dac diém
nhu sau: Gram duong, khong bao tir, khéng di dong, cé dang hinh que va kich thudc
(0,8 -1,2) x (1,5-8) um, hogc hinh chit V do hai té bao xép lai véi nhau va ky khi
khdng bat budc dén hiéu khi, c6 enzym catalase, vach té bao c6 chira acid mycolic va
arabino — galactan chtra 26 — 36 C [17].

Diéu kién sinh truang caa chung C. glutamicum chiu dugc nhiét do trong khoang
20°C - 40°C, sinh trudng tét & nhiét d6 30°C, séng dugc & méi trudng cé pH dao dong
khoang 6,8 - 8,0, sinh truéng tot & pH ¢6 gia tri tir 7,0 -7,2 [17].
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Trong qué trinh ting truéng, vi khuan phai dwoc cung cip ngudn dudng chat

nhu carbon, nito, cac khoang, vitamin biotine (vitamin H). Vi khuan C. glutamicum c6

thé str dung nhiéu loai carbohydrat nhu glucose, fructose, sucrose, maltose, ...[17].

Hinh 1.5. Vi khuén C. glutamicum [17]

Trinh tu gen caa vi khuan C. glutamicum dugc xéac lap bai Kyowa Hakko -
Kitasato, nhitng nghién ctru ndy cua tac gia da xac dinh vi khuan C. glutamicum c6
khoang 3.099 gen dugc coi 14 ma hoa protein. Phan ti ADN cua chung vi khuan ¢
dang vong, ty 1€ GC 1a 53%, c6 3.138 gen khac nhau [17].

1.3. LEN MEN THU NHAN L-LYSINE

1.3.1. Anh hwéng cia thanh phdn dinh dwong

1.3.1.1.  Anh hwong cua nguon hydratcarbon

Trong nhiéu loai carbohydrat, duong glucose 1a co chat duoc chung nay sir dung
hiéu qua nhat. Nam 2005, Georgi va cs., khang dinh trén co chét glucose kha ning
phan giai cua vi khuan 1a cao nhét va hiéu suat thu nhan L-lysine cao hon cac co chat
khac [35]. Tran Thi Minh Tam (2009), ciing da khao sat vi khuan C. glutamicum trén
nhiéu ngudn carbon khac nhau va ciing khang dinh co chat glucose cho hiéu suét cao

hon cac co chat khac. O nong do glucose 10%, nang suat L-lysine duoc cai thién tot
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1én dén 21,5g/L sau 72h 18n men & diéu kién nudi cay tbi vu (Iic vong 200 vong/ phut,
pH =7,0, ty 1& gidng bd sung 3% (2.10° té bao /mL), nhiét do 1én men 30°C) [8, 32,
41].

Nong do duong trong méi truong 18n men khoang 10% (w/v) 1a thich hop nhat
viéc nang cao nong do duong trong lic nudi cay co6 thé khong nang cao duoc higu suat
lén men thu nhan san pham vi ndng do dudng cao vi sinh vat khéng phét trién duogc
qua nghién ctu cua tac gia Tran Thi Minh Tam khi néng d6 duong qué cao (13%)
(W/V) gay tc ché sy sinh L-lysine [32, 41].

1.3.1.2.  Anh hwéng cua nguén nito

Vi khuan C. glutamicum str dung peptone, cao nam men Iam ngudn nito chinh.
Ngudn cung cip nito thuong dung la cac loai mudi chira NH," nhu: NH,CI,
(NH,),S0., (NH,),HPO,, NH,H,PO,, NH,OH hoac Ure [8]. C4c mudi amon, amoniac
thay thé cac nguyén liéu dit tién dé st dung & quy md cong nghiép. Trong thi nghiém
nay (NH,),SO, 12 ngudn cung cap nito cha yéu khi tién hanh 1én men.

1.3.1.3.  Anh hwong cua chat khoang va vitamine

Chat khoéng: cac mudi khoang sau dugc ching t6i sir dung trong nghién ciu 1a
KH,PO, dé cung cap ngudn phosphat.

Thém vao d6 1a MgS0,4.7H,0, FeSO,4, MnSO,, ZnSO,, CuSO,, lan Tugt 1a ngudn
cung cap khoang Mg, Fe, Mn, Zn, Cu, cho chung sinh trudng, phét trién binh thuong
dung voi dic diém cua vi khuan [8].

CaCOs: Trong qua trinh 18n men, su tich lily cua cac san pham trao ddi chat nhu
CO,, acid lactic, acid gluconic 1am pH moéi trudng giam dan két qua 1a vi khuan s&
ngung phat trién, dong thoi 1am giam hiéu suat 1én men. Khi pH giam dot ngot, lugng
L-lysine giam. Nam 2002, Haleem Shah Abdul va cs., di xac dinh CaCOs vira c6 thé
6n dinh pH khi dugc bd sung vao thoi diém bat dau 1én men, vira gop phan vao giam

thoi gian 1én men.
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Biotine (vitamin H): Nam 1984, Young va Chipley da nghién cuu vai tro cua
biotine trong qué trinh sinh tong hop L-lysine, két qua nghién cau biotine gitp té bao
hap thu nhiéu glucose hon do biotine giy ra mot vai thay d6i vé thanh phan ciu tao
trén mang té bao gilp té bao tang hip thu glucose. Nam 2004, Kiefer va cs., cho rang
khi ting ndng do glucose va biotine vao mai truong 1én men, niang suét L-lysine dugc
cai thién [29]. Luong biotine thém vao moi truong 1én men 20ug/L. Trong cong nghé
Ién men, c6 thé dung ri duong mia dé thay thé cho biotine vi day 1a nguyén ligu ré tién,
chtra lwgng dudng cao, nhiéu chiat hitu co, vo co, cac vitamine, cac chat kich thich sinh
truong trong d6 co vitamine H (biotine) nham giam chi phi trong qué trinh san xuat
nhung van dam bao ning suit dat t6i wu.

Thiamine: 1a mot vitamine can bo sung vao khi 1én men dé vi khuan phat trién
binh thudng tao ra L-lysine [8]. Lugng thiamine can bd sung 150ug/L khi 1én men.

1.3.2.  Anh hwéng ciia mét sé diéu kién ngoai canh

Luong oxy hoa tan: C. glutamicum sinh truéng & diéu kién hiéu khi, néu luong
0Xy qué Ién s& e ché sy sinh truéng va san sinh L-lysine. Néu thiéu thi anh huong I6n
dén qué trinh trao d6i chat. Trong céac pha sinh truéng caa vi khuan chd y cung cip du
oxy trong pha log do té bao tang sinh manh. Nhitng nghién ctru trudc day trong erlen &
diéu kién 200 vong/phut cho thay mat do té bao va lugng L-lysine dat gia tri cao hon
S0 Véi cac toe do lac khéc [8, 32, 41].

pH: Hoat dong ctia enzym, mang té bao vi khuan s& giam hoat tinh dan dén hiéu
qua trao ddi chat thap, san pham thu duoc khong dat tdi da khi trong méi truong nudi
cay c6 nhiéu ion H*. Nghién ctu vé pH, Tran Thi Minh Tam (2009) ciing da khao sét
& pH=7,0 luong L-lysine tao ra cao nhat (8,68g/L), pH= 7,5 - 8,0 luong L-lysine sinh
ra thap hon muc pH=7,0 (6,73 — 6,84 g/L) va cao hon muc pH=6,5 (6,3g/L) [13].

Nhiét do nudi ciy: tac dong Ién kha ning chuyén hda cac chat, hoat dong cua
enzym va kha ning trao ddi chat cua vi khuan. Theo két qua nghién ciru cua tac gia

Minh Tam (2009), cho thiy & gi6i han nhiét do 20 -25°C luong L-lysine sinh ra cao
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hon khi chang séng trong khoang nhiét do 35 - 40°C. Nhiét do 30°C chung sinh truéng
t6t nhit lwgng L-lysine tao ra nhiéu nhét 15,5g/L so véi cac muc nhiét do khao sat
[13]. Nguy&n Thiy Chau va cs., (2007), ciing di khao st va cho biét & nhiét do 30°C,
L-lysine thu dwoc cao nhat [1].
1.4.  COPINH TE BAO CHUNG GIONG C. GLUTAMICUM
1.4.1. Dinh nghia cé dinh té bao vi sinh vt

C6 nhiéu cach dé phan loai ki thuat ¢6 dinh té bao, dwa vao cach phan loai cua

Gordon (1997), k¥ thuat cé dinh té bao duoc phan ra cac loai sau:

Cac phuong phap c6 dinh
te bao

|
C5 dinh té bao khang Cb dinh té bao trén bé Cb dinh t¢ bao trong
sur dung chat mang mat chat mang Iong chat mang

s N A
Bén Tu Bay Vi
trong két goi
mang tu

Hap phu Lian két Lién két

cong hoa
tri

tinh dién

Hinh 1.6. So db phan loai k§ thuat cé dinh té bao [22, 36]
Nam 1985, Karel va cs., dinh nghia c¢b dinh té bao 1a su gisi han vé vat Iy hoic
dinh vi cua céc té bao nguyén ven & mot khu vuc khéng gian nhat dinh nhung van gii

dugc hoat tinh xuc tac ciia ching va c6 thé sir dung nhiéu lan [22].
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1.4.2. Ky thudt cé dinh té bao vi sinh vt
1.4.2.1. Cé dinh té bao trén bé mat chat mang

Pay 1a phuong phap cb dinh dya vao tuong tac bé mat giira té bao va chat mang
nho céc luc lién két nhu luc lién két tinh dién, lién két cong hoa tri, twong tac ki nudc.
Cac lyc nay rat yéu nhung khi cac lién két dugc hinh thanh véi sb luong 16n 14 co sé
dé gan két vi sinh vat vao chat mang.

Uu diém: don gian, dé& thyc hién, chi phi thap, té bao cb dinh s& phuc hoi tro lai
té bao ty do va té bao it hodc khdng bi anh huong bai ky thuat cé dinh.

Nhuoc diém: té bao dé bi tach khoi chit mang, 1am ting ham luong té bao ty do
trong méi truong 18n men. Do d6, ki thuat nay 1am han ché sb lan tai sir dung so véi
cac k¥ thuat cé dinh khéac.

Cac loai chat mang sir dung cho k¥ thuat nay 1a: cellulose, gd, mun cua [20, 22]

1.42.2.  Cé dinh té bao trong khung mang xép

K§ thuat c6 dinh té bao trong khung mang xép 1a ky thuat cé dinh ma té bao
duoc dua vao trong mang xop (tao gel) dé giam sy khuéch tan cua té bao khi ra vao
moi trudng xung quanh, nhung van cho phép sy trao d6i cac chat dinh dudng cing
cac chét chuyén hoa gitta moi truong 18n men va té bao cb dinh.

Bay trong ciu tric soi va vi goi 1a hai phuong phap cu thé cua ki thuat nay. Hai
phuong phéap nay ¢ dic diém nhu sau:

Bay 1a phuong phap ma d6i twong cb dinh duoc biy trong mang hoic bén trong
cau tr(c soi nén d6i twong duoc giir chat va han ché duoc su di chuyén tu do trong
mang hoic trong cau tric soi.

Uu diém: ddi twong duoc cd dinh c6 thé s& tranh khoi cac tac dong tir didu kién
bén ngoai.

Nhuoc diém: do d6i twong duoc giit chat trong chat mang nén khi ¢6 dinh c6 thé
1am cho d6i tuong bi bat hoat, dan dén kha ning chuyén héa co chat cham va chi phi

cd dinh cao.
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Cac chat mang thich hop thuong dugc ding cho phuong phap nay 1a: alginate,
carrageenan, collagen, gelatin, polyvinyl alcohol...

Khéac véi phuong phéap by, vi goi 13 phuong phap ma d6i tuong duoc ¢b dinh
trong 10ng chat mang nhung ddi twong van cé thé di chuyén tu do trong khong gian
nay.

Uu diém: dbi twong dugc bao vé tranh khoi nhiing anh huéng cia cac nhan td
bén ngoai. K¥ thuat nay gilp ting kha ning chuyén hoa co chat va c6 thé tranh lam
cho dbi twong cb dinh bi bét hoat.

Nhuoc diém: khi sinh khdi tao ra nhiéu, do bén cua mang s& giam lam cho té bao
c6 thé thoat ra khoi mang gel va phét trién nhu té bao ty do.

Céc chat mang dugc dung dé vi goi: chitosan, gelatin, k-carrageenan...[20, 22]

1.4.2.3.  Cé dinh té bao khong si dung chat mang

Day 1a ky thuat c6 sy hién dién cia mot s hoa chat, cac tac dong vé mit vat ly
hodc hoa hoc nhd hinh thanh lién két cong hoa tri giira té bao din dén sy tu gan két
ctia nhiéu té bao lai véi nhau tao nén mot cum té bao 16n ¢ cau tric phic tap hon.

Uu diém: dé tao lai té bao tu do.

Nhuoc diém: dbi twong cd dinh c6 thé bi bat hoat, bién tinh, do c6 su hién hién
ciia mot s6 hoa chat nén san pham tao ra cd thé khong ¢am bao an toan va tinh on dinh
khéng cao. Do d6 phuong phap tu két tu it duoc st dung trong ki thuat cé dinh [14,
20, 22].

1.4.3.  Yéu cdu va phan logi chdt mang

1.4.3.1.  Y&ucdu vé chdat mang

Thir nhat 1a chat mang phai c6 bé mat Ién dé té bao co thé gan vao, dé diéu khién
va tai sinh. K& d6 1a chat mang phai dam bao kha ning séng cua té bao ciing nhu moi
hoat dong cua té bao dugc on dinh va yéu cau tiép theo 1a chat mang phai c6 do x6p
ddng déu cao dam bao cho su trao doi ty do cua co chat. Mot doi hoi quan trong nira la

chat mang phai ¢ tinh 6n dinh co hoc, héa hoc, nhiét, sinh hoc va khéng d& dang bi
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giam gia tri bai enzym, dung mai, su thay doi 4p suat. Song song d6, ki thuat c¢b dinh
trén chat mang phai d& thuc hién va cé hiéu qua vé kinh té. Nhitng chat duoc st dung
lam chat mang dé ¢ dinh thuong khdng ¢ phan ¢ng véi moéi truong dinh dudng, vi
sinh vat va san pham tao thanh va dac biét 1a dam bao an toan cho nguoi tiéu dung.
Chat mang khong anh hudng dén chat lwong san pham do du lugng con lai va dugc
ngudi tiéu dung chap nhan [14].

1.4.3.2. Phan logi chat mang

Chat mang hitu co: polymer tong hop nhu 13 polyvinylalcohol, polyacrylamide,
polyacrylic, duge dung dé ¢é dinh enzym va té bao bang phuong phap nhét trong long
chat mang [14, 22].

Polymer sinh hoc: gelatin, keratin, aloumin dung trong ¢ dinh té bao bang
phuong phap vi goi trong gel. Ngoai ra, con c6 nhiéu vat liéu khac nhu tinh bot, chitin,
chitosan, alginate, carrageenan ciing dugc dung dé cb dinh té bao [14, 22].

Chat mang vo co: oxit kim loai (nhdm oxit, mangan oxit, magie oxit, ...), gém.
Chét mang nay c6 dic diém 1a c6 ciu tric 16 xbp, kich thudc céc 16 ¢6 thé didu chinh
dugc, c6 kha niang cb dinh tot véi té bao va enzym [14, 22].

1.4.4.  Uu diém va nhuwoc diém cia té bao cé dinh

14.4.1.  Uudiém

Chat mang dung dé ¢é dinh C. glutamicum c6 thé déng vai tro nhu mét chat bao
vé chdng lai anh huong hoa ly cua nhiét do, pH, dung méi, hoac tham chi 1a kim loai
nang. Bén trong chat mang mat do té bao trén mot don vi thé tich cao hon nén thoi
gian phan &ng ngan hon va loai bo su ting trudng cua nhitng té bao vi sinh vat khong
¢6 loi. Khi té bao duoc ¢ dinh trong chat mang thi kha ning hip thu co chit ting va
nang suat duoc cai thién va qué trinh nay cé thé tién hanh lién tuc. Do chit mang c6
kha ning chiu duoc néng do co chat cao, nén giam duoc sy e ché caa san pham cudi.
San pham tao ra d& dang hon do giam duogc cac cong doan tach, chiét va loc, kéo theo

giam gia thanh, giam chi phi von va ciing giam nguy co bi nhiém vi sinh vat c6 hai boi
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vi mat d6 té bao cao, nho d6 ma thoi gian san xuat ra san pham ngan hon. Thém vao
do, ta thay té bao c¢b dinh c6 thé tai sir dung dugc nhiéu lan. Do d6, phuong phap nay
gitp giam chi phi ¢ giai doan chuan bi giéng, ning suit ting va qua trinh bao quan
cling nhu luu thong duoc thuan loi, dé dang hon [14, 22].

1.442.  Nhuoc diém

Khi sir dung té bao ¢ dinh, trong méi truong san xuat, c6 xay ra hién tuong rira
troi té bao ra khoi chat mang. Mot diém nira 13 té bao ¢ dinh doi hoi cung cap nhiéu
ngudn dinh dudng, ning luong dé dam bao su sinh trudng, phat trién binh thuong.

C6 thé xay ra hién twong phan hiay san pham, dé cung cip chit dinh dudng va
ning luong can cho té bao. Vi vay, hiéu suit sir dung té bao cb dinh cd thé thap hon
hiéu suat sir dung té bao tu do.

Do duoc bao boc bai chat mang, thanh té bao, mang té bao chat, c6 thé s& gay
can tro viéc tham thau co chat, san pham tir moi trudng ra vao té bao, nghia 1a té bao
c¢b dinh c6 kha ning trao doi chat kém hon té bao tu do.

Déi véi nhitng co chat co kich thudc phan tir 16n s& khong co diéu kién tiép xuc
véi té bao vi sinh vat ¢b dinh. Vi thé, hoat luc cua nhitng té bao ¢ dinh cé thé sé& thap
s0 véi nhitng té bao ty do [14, 22]. Bai toan t6i uu hoa ki thuat cd dinh s& giai nhiing
nhugc diém nay.

Tur nhitng van dé trén ta thay c6 cac chi tiéu sau dé danh gia hiéu qua cua té bao
cd dinh:

Kha ning séng cua té bao trong chat mang, luong té bao con séng s6t va hoat
dong sau mot thoi gian nhét dinh, kha ning chuyén héa co chit va thanh phan dinh
dudng di vao, san pham trao doi chét di ra.

Do bén co hoc cua chat mang, sic chiu dung cua chat mang & pH, nhiét o, luc
tac dong cta moi truong va cua luc khuay, luc thoi cia khong khi dua vao méi truong

nudi cay vi sinh Vvat.
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Kha nang bao vé vi sinh vat trong chat mang, tinh dén yéu t6 bat loi véi diéu kién
ngoai canh.

Kha nang tai st dung nhiéu, vi sinh vat ¢6 dinh s& khong bi riza troi khi san xuat
lién tuc.

1.45. Chét mang Carrageenan

1.45.1. Gidi thiéu vé Carrageenan

Carrageenan dugc phat hién vao nim 1837, ¢ nhiéu dang khac nhau, mdi dang
lai c6 nhiéu ¢ng dung do c6 cAu tric va thanh phan hda hoc khac nhau.

K-carrageenan 1a mét polysaccharide ty nhién duoc tach tir rong Hong Van
(Eucheuma gelatinea) cua ving bién Viét Nam thudc chi Eucheuma, bo Gigartinales,
nganh Rhodophylta.

Kha ning tao gel caa carrageenan Ié thuoc vao cac yéu té nhu nhiét do, nong do
mau. Déi voi yéu té nhiét dd qua nghién cau ta thay o nhiét do cang thap thi qué trinh
tao gel dién ra nhanh hon, cimg hon, va nguoc lai. Vi du ¢ 60°C khong tao gel, nhung
& 34°C bt dau xuat hién sy tao gel & cac ndng do 1,5 -2,0 % [2].

Yéu t6 duoc nghién ciu tiép theo 1a ndng do mau, khi mau cé néng do cang cao
thi thoi gian chuyén tir dung dich sang gel cang nhanh va & néng d6 cang cao cang dé
tao gel. Mot méi twong quan nita thé hién 1a & ndng do cang cao, nhiét do cang thap thi
qua trinh tao gel dé dang hon va gel cimg hon [2]. Kha ning tao gel cua carrageenan
phu thudc vao nhiét do, thoi gian chuyén doi tir dung dich sang gel va nong do cua
carrageenan co trong dung dich. Gel tao thanh c6 tinh dan hdi tot hon so véi agar [2].

1.4.5.2. Cau tgo Carrageenan

K-carrageenan c6 ciu trdc bao gom hai don vi nhu sau: f - D galactose sunphate
(don vi G) va 3,6 - anhydro -g- D galactose (don vi DA) xen ké nhau boi hai lién két Ia
o (1-3) va B (1- 4). K-carrageenan c6 kha ning tao gel & nhiét d6 thap hoac khi co6 mat

ctia mot s6 ion kim loai kiém va kiém thé. O dang gel, cac mach polysacarit xoan vong
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nhu 10 xo va c6 thé chira nhiéu phan tir nude bén trong, d6 13 do co su twong tac giita
cac phan tir polyme hoa tan véi cac phan ti dung moi.

Nho tuong tac 4y ma gel tao thanh c6 d6 bén co hoc dang ké, phan xoan vong 10
X0 tao gel 16i kéo cac phan tr dung mdi vao ving lién két. Sy c6 mat cua lién két 3,6 —
anhydro 13 diém quan trong cta qua trinh tao gel, nd hinh thanh nén nhitng doan xoan
kép va tir d6 hinh thanh nén ciu tric gel ¢ nhitng diéu kién thich hop nhu ndéng do

mudi, nhiét do [2].

(" CH,OH CH, ~
0 0
“0,50 0
Q 0.-"
~ OH OH Zn

Hinh 1.7. Cong thiic cau tao cua k-carrageenan [2]
1.45.3. Ung dung cia Carrageenan
Trong céng nghiép sira: carrageenan cO0 kha nang tao gel trong sira nghia la su
tuong tac gitra cic ion sulfat voi cac dudi mang dién cua cac phan tir protein va cac
cation Ca”*, K* c6 mit trong sita. Trong cac dang Carrageenan thi lamda - carrageenan
duoc ung dung nhiéu trong céng nghé ché bién sira, 1am banh keo [7].
Ung dung trong céng nghiép thuc pham
Bang 1.2. Cac tng dung dién hinh cua cac dang carrageenan trong thuc pham

Str dung Dang carrageenan Churc nang
Nudc gel ngot, sita ddu nanh | Kappa + iota Huyén phu, tao miéng, tao gel
Sita chocolate, sira Kappa, lambda Huyén phu, tao miéng, tao nhil twong
Kem sita Kappa, iota Tao do bén cua nhil twong
Kem Kappa On dinh nhii tvong, chdng tach long

[7].
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Mot sé thuc pham c6 chta carrageenan gom: kem, sita, phomat, d6 uéng lanh,
mut it duong va sira chua.

Trong my pham va thudc danh ring: carrageenan khéng bi pha huy bai cac
enzym cellulase, do cac dic tinh tao gel va su tao mang caa nd nén carrageenan c6 thé
ing dung 1am kem dénh ring, chat dudng téc, nudc goi dau, ...

Trong y duoc: han ché u xo, chdng xo vita dong mach, wc ché hoat dong cua
virus bao gom virus herpes,...Sir dung trong xét nghiém do do phu chan chudt, cho ra
cac loai thubc méi nhu mot sb loai thude chéng viém.

Trong san xuat thubc vién, carrageenan duoc sir dung nhu chat phi ngoai [7].

Qua nghién ciru dic diém cua k-carrageenan va vi khuan C. glutamicum t6i thiy
phuong phap dung dé ¢b dinh vi khuan C. glutamicum 1a phuong phap c¢6 dinh trong
long chat mang. Bai vi phuong phap nay don gian, gia thanh thap. Mat do té bao trong
chat mang cao, diéu kién cb dinh 6n hoa rat thich hop cho vi khuan C. glutamicum
sinh truang va phét trién trong chat mang [17].

1.4.5.4. Ky thudt cé dinh vi khudn C. glutamicum trong chat mang
k-carrageenan

K§ thuat cb dinh vi khuan C. glutamicum trong chat mang k- carrageenan duoc
tién hanh theo phuwong phap nhét trong 1ong chat mang.

Cho hdn hop huyén phu vi sinh vat (gidng sau 48 gid hoat hoa) vao hdn hop
k-carrageenan sau khi dd hap khir tring (k-carrageenan dwgc dé ngudi & nhiét do
37°C), khudy déu hdn hop tao thanh va cho dung dich KCI (vo tring) vao va dé mot
thoi gian nhat dinh nham 1am rin gel tao ché pham cé dinh [14].

1.5. CAC NGHIEN CUU TRONG VA NGOAI NUOC VE HUONG CUA PE
TAI

% CA&c nghién ciru trong nuwoéc
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Nghién ctru trong nudc vé ¢b dinh té bao vi khuan C. glutamicum trén chat mang
k-carrageenan con han ché. Tuy nhién, viéc sir dung vi khuan C. glutamicum dé cé
dinh té bao trén chat mang (khéac chat mang k-carrageenan) ciing duoc nghién ciu.

Nam 2009, Nguyén Thiy Huong va Tran Thi Minh Tam da &g dung vi khuan
Corynebacterium sp. ¢b dinh trong Ién men thu nhan L-lysine. Tac gia da nghién cau
viéc ung dung cac ché pham té bao vi khuan Corynebacterium sp. ¢6 dinh trén mot s6
chat mang alginate, bacterial cellulose (BC) va phtic bacterial cellulose — alginate (BC
— A) dé tng dung Ién men thu nhan L-lysine, két qua thu dugc nhu sau: hiéu qua st
dung ché pham té bao vi khuan Corynebacterium sp. c6 dinh trén phtc chat mang
bacterial cellulose — alginate (BC — A) trong I1én men thu nhan L-lysine cao [11].

Niam 2014, Nguyén Thitly Huong va Tran Thi Minh Tam da tién hanh téi wu hoa
qua trinh ¢ dinh vi khuan C. glutamicum VTCC - B — 0632 (Vietnam Type Culture
Collection - B - 0632) trén chat mang bacterial cellulose (BC) dé thu nhan L-lysine.
Két qua nghién ctru da xac dinh duoc céc thong sé tdi wu cua qua trinh ¢b dinh gom:
mat do té bao trung binh dat 6,6.10° t& bao/mL, khéi lugng BC 10% (w/v), thoi gian
hap phu 1 6,82 gio, tdc d6 lac 150 vong/pht va té bao cb dinh dugc nudi ciy & nhiét
d6 30°C trong thoi gian 3 ngay. Hiéu suit cé dinh dat 72,4%. Mat d¢ té bao trung binh
trén chat mang BC dat 47,7 + 0,02 ty té bao/g. Té bao cb dinh co thé tai sir dung 8 lan
va san luong L-lysine & lan tai sir dung thir tdm 1 95% véi luong L-lysine thu duoc
26,032 +0,023g/L. Biéu kién bao quan ché pham: nuéc cat vo tring, pH dung méi 7,0,
sau d6 bao quan & 4°C trong vong 30 ngay, ty 1& té bao séng s6t 80% [40].

Nhin chung k¥ thuat c¢b dinh té bao duoc rat nhiéu tac gia quan tdm nghién ctu
trén nhiéu ddi tuwong, sir dung nhiéu loai chat mang khéac nhau trong sé d6 co cac
nghién ctu sau:

Nghién ctu diéu kién cé dinh nAm men Saccharomyces cerevisiae N28 bang chat
mang bacterial cellulose vi khuan vao nam 2008 cua tac gia Nguyén Thay Huong, B

Thi Thanh Huong. Tiép d6 1a nghién ctu thu nhan khéng sinh bang phuong phéap 1én
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men bai té bao Lactococcus lactic ¢é dinh trén chat mang bacterial cellulose vi khuan

cua tac gia Nguyén Thay Huong, Tran Thi Tuong An [9, 12]. Nam 2010, tac gia

Nguyén Thuy Huong va Thai Trinh Thuong Tri d3 ¢b dinh vi khuan Oenococcus oeni

bang phtc chat mang alginate — bacterial cellulose dé tng dung I&n men malolactic

[10]. Két qua cac nghién ciru dat dugc s6 1an tai sir dung ché pham cb dinh twong ddi

cao, hoat tinh cua d6i twong ¢ dinh khong c6 thay doi nhiéu qua cac 1an tai st dung.
s+ Cac nghién ctru ngoai nwéc

C6 rat nhiéu nghién ctru da wng dung chat mang k-carrageenan dé c6 dinh té bao
trén nhiéu déi tuong khéc nhau.

Sau day 1a nhitng nghién ctu st dung chat mang k-carrageenan hozc chat mang
k-carrageenan két hop véi chat mang khac dé ¢ dinh vi khuan, nam.

Vao nim 2007, Ong H.Yee va cs., di tién hanh c6 dinh dbi tuong
Pseudoalteromonas tunicata trén chat mang k-carrageenan. Két qua nghién ctu nay
tac gia thay kha ning song s6t cua vi khuan cb dinh duoc gitr trong 12 thang va han
ché nhiém sinh vat khac. Két qua caa nghién ctu chiing to k-carrageenan c6 cau tric
gel twong dbi bén [26].

Pén nim 2008, Hung va cs., dd nghién ctu ¢ dinh dbi twong vi khuan
Escherichia coli novablue y - glutamyl transpeptidase trong phac chat mang Ca —
alginate, k- carrageenan. Két qua cho thay c6 thé sir dung lap lai 6 lan, hoat tinh cua
ching bi mat chi con lai 45% so véi ban dau [21].

Ciing trong nam 2008, Chi va cs., cing tién hanh nghién ctu dic diém cua
Bacillus kaustophilus leucine aminopeptidase cb dinh trong hat Ca - alginate két hop
véi k-carrageenan thi thiy enzym cé dinh cé thé dugc sur dung lip lai dén 10 lan,
khong bi mat hoat tinh. Sau d6 duoc u & 4°C khoang 30 ngay, hoat tinh enzym én dinh
hon enzym tu do [15].

Nam 2011, Kumar va cs., ¢d dinh bao tir Aspergiluss oryzae trong k-carrageenan

duoc ng dung dé san xuit « —galactosidase. Céc té bao ¢ dinh cd thé duogc sir dung
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1én dén 5 1an cho chu ky san xuit enzym. CAc hat k -carrageenan duy tri do bén co hoc
t6t 1én 4 lan st dung [23].

Nam 2012, Dolui va cs., cling da nghién cttu ¢b dinh té bao vi khuan dat trén chat
mang k-carrageenan so véi té bao tu do va két qua thu dugc ham luong 6-
Aminopenicillanic Acid (6-APA) cua té bao c6 dinh cao hon té bao tu do va 6 —~APA
gitt duoc hoat tinh sau 14 ngay bao quan. Hoat tinh enzym penicillin G acylase (PGA)
cua té bao cb dinh trong k-carrageenan thi on dinh hon truéc sy thay ddi cua moi
truong so véi té bao tu do. Enzym penicillin G acylase (PGA) la enzym quan trong
thudng dugc st dung trong céng nghiép san xuat 6APA [16].

Bén canh d6 chit mang k-carrageenan ciing duoc Cac tac gia nghién ciu dé ¢
dinh cac enzym.

Nam 2010, Makas va cs., dd nghién ctu c6 dinh enzym laccase trong k-
carrageenan, qua nghién ctu ta thiy enzym c6 thé giir duoc 42 ngay va hoat tinh riéng
cua chung duoc gitr hon 80% [24].

Elnashar va cs., vao nam 2014, di thiét ké thi nghiém sang loc theo ma tran
Plackett - Burman dé c6 dinh enzym Penicillin G Acylase trén phuc chat mang
Alginate - Carrageenan, nghién ciru nay da ching minh enzym cé dinh c6 thé tai su
dung 14 1an va hoat tinh cia enzym dugc duy tri 84% so vai ban dau [19]. Ciing trong
nam nay Elnashar va cs., da tién hanh téi wu héa viéc ¢ dinh p - Galactosidase trong
hat gel k-carrageenan sur dung phuong phap dap ung bé mit. Két qua nghién cuu,
enzym cb dinh B - Galactosidase dugc st dung véi sé lan 1ap lai 20 lan va hoat tinh
ctia enzym duoc duy tri khoang 60% so véi ban dau [18].

Qua cac nghién cizu vé huéng cia dé tai, chung toi nhdn thay ky thudt cé dinh
té bao duwoc sir dung rat phé bién, &p dung cho nhiéu déi trong trén nhiéu logi chat
mang trong dé c6 vi khuan C. glutamicum va k-carrageenan. Ché phdam thu dwoc c6

s6 lan tai sir dung cao, nang sudt san phdam duwoc cdi tién so véi té bao tu do.
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Nghién cizu vé chdt mang k-carrageenan cia Cac tac gid trong va ngodi nudc
ching toi nhdn thdy, k-carrageenan dé si dung va ap dung dwoc cho nhiéu doi twong.
Pdy la co sé cho ching tdi tien hanh thiz nghiém teo ché pham C. glutamicum trén
chdt mang k-carrageenan dé vmg dung 1&n men thu nhdn L-lysine. Mong muén trong
ther nghiém nay, ching tdi sé tao dwoc ché pham cé dinh C. glutamicum trén chat
mang k- carrageenan. Qua dé, ching téi danh gid kha néng sinh tong hop L-lysine
cua té bao co dinh so véi té bao tir do théng qua qué trinh 18n men. Chdt heong cua
ché phdam cé dinh dwoc ching toi kiém tra qua khao sat kha ndng tdi sir dung cing

diéu kién bdo quan ché phdm, tim ra dwoc thoi gian tét dé bdao quan ché pham cé dinh.
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Chwong 2. VAT LIEU - PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. PIA PIEM - THOI GIAN THUC HIEN

Cac thi nghiém duoc tién hanh tai phong 117B, caa bd mén cong nghé sinh hoc,
Dai hoc Bach khoa thanh phé H6 Chi Minh.

Thoi gian tién hanh thi nghiém kéo dai tir thang 01/3/2014 dén thang 20/10/2014.

2.2. VAT LIEU

Gidng: chang vi khuan C. glutamicum VTCC - B — 0632 (Vietnam Type Culture
Collection - B - 0632) tir Trung tam luu trit gidng vi sinh vat chuan - Pai hoc Quéc gia
Ha Noi.

K-carrageenan: c6 ngudn gdc tir Pai hoc Thuy san Nha Trang. K- carrageenan ¢
dang bot, mau vang nhat hay mau trang, khéng mui.

2.2.1. Moi trwong s dung trong nghién caru

Vi khuan C. glutamicum duoc nudi trén cac moi truong:

MBoi trudng gitr gidng véi céc thanh phan peptone 1% (w/v), cao nAm men 0,5%
(w/v), NaCl 0,5% (w/v), D - glucose 0,5% (w/v), Agar 2% (w/v), va pH =7,2.

MBoi trudng nhan giéng vai cac thanh phan peptone 1% (w/v), cao nam men 0,5%
(w/v), NaCl 0,5% (w/v), D - glucose 2% (w/v), dich bip 5% (w/v) va pH =7,2.

Qua nghién ctu, ching toi thiy thanh phan méi truong 18n men anh hudng Ién
dén qua trinh 1én men. Moi truong 1&n men trong san suat L-lysine phai chira nguon
carbon, nito, ion vd co, nguyén td vi luong, vitamine...Do d6 moéi truong I1€n men
chdng t6i chon cd c&c thanh phan nhu sau: D-glucose 20g/L; (NH.),SO4: 31,57g/L;
KH,PO,: 1g/L; MgSO,: 0,1g/L; FeSO,4: 10mg/L; MnSQO,: 10mg/L; ZnSO,: 10mg/L;
CuSO,: 1mg/L; biotine: 20ug/L; CaCOs: 10g/L; thiamin: 150ug/L; mat ri duong:
106ml/L; tween 40: 5mL/L; dich bap: 116,43mL/L; gidng bd sung 7% [5, 17, 27, 28].

2.2.2.  Hoa chdt - thiét bi

2.2.2.1.  Hoa chat
Hoa chat hd trg tao gel: CaCl,, KCI.
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Hoa chat nhuom mau: Crystal violet, lugol, fuschin.

Hoéa chit dinh lwong L-lysine: dimethyl sulfoxide (DMSO), dung dich A (Methyl
cellosolve: 46,625mL; 50% (w/v) FeCls; 0,1KCI), dung dich B (ninhydrin 0,5g; 0,1M
KCl 50mL), pH=1,0 dugc diéu chinh bai HCI 1N.

Hoa chat xac dinh duong kha: DNS (dinitrosalicylic acid), NaOH, sodium potassium
tartrate (KNaC4H;0¢4H,0).

Hoéa chat khac nhu: KOH, H,0y, ...

2.2.22.  Thiétbi
Bang 2.1. C4c thiét bi sir dung trong dé tai
S6 | Phan loai Tén thiét bi Nudc san xuat
thir
tu
Tu ciy v tring Trung Quédc
Tu 4m Shel lab, buc
. Tua sa Trung Quéc
1| Thidtbi _ 99
nudi cdy | Noi hap Hirayama, Nhat
May l4c tron DO6 - DAVS, buc
Tu lanh Toshiba, Nhat
Bép dién Trung Qudc
May UV -vis Geresys, My
May ly tam HermLe Z233M 2, butc
.| May nghién miu Viét Nam
2 | Thictbi - -
phan tich | Can ky thuat CP22025 Sartorius, Nhat
May do pH Eutech pH510, Singapore
Kinh hién vi Trung Quédc

2.3. NQI DUNG THI NGHIEM

- Xéc dinh cac thdng s6 téi wu quy trinh ¢ dinh C. glutamicum trén chat mang k-

carrageenan bang phuong phap t6i wu hoa quy hoach thuc nghiém.

- Khao sat kha nang tai sir dung ché pham C. glutamicum cé dinh.
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- Khao sat mét sé diéu kién bao quan ché pham

2.3.1. So dé nghién ciru

Kiém tra gidng

A
Ti wu qua trinh ¢ dinh C. glutamicum
trén chat mang k - carrageenan

A

Ché pham cé dinh
Khao sat diéu kién bao
quan che pham Panh gia hiéu suat én
men qua khao sat kha
| : | | : nang tai str dung cua ché
Dung Nhiét pH Thoi phim
moi do gian

Hinh 2.1. So d6 nghién ctu tong quéat

Chuang gidng C. glutamicum VTCC - B - 0632 khi dwoc nhan tir trung tdm luu
trir giong. Chang toi tién hanh khao sat nhiing dic diém dai thé, vi thé, mot sé dic
diém sinh ly, sinh hoa va kha nang sinh L-lysine cua chung. Két thic thi nghiém tién
dé, chlng toi tién hanh t6i uu hoéa quy trinh ¢ dinh chung C. glutamicum trén chat
mang k - carrageenan bang phuong phap tbi uvu héa quy hoach thuc nghiém. Quy trinh
t61 wu hoa thuc nghiém dugc tién hanh tir thi nghiém sang loc cac yéu té anh huéng

dén hiéu suit cé dinh té bao nhu: ndng do carrageenan, nong do KCI, lugng giéng bd
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sung vao, thoi gian ran gel tir bén ngoai, nhiét do 1am ran gel tir bén ngoai, téc do lac,
thoi gian rin gel tir bén trong. Sau do, tién hanh thuc nghiém téi wu dap ung bé mit -
thiét ké cau tric tm xoay nham xac dinh mdi quan hé tuyén tinh gitra hiéu suat c6
dinh va cac yéu t6 anh huong dén qué trinh cé dinh.

Két thiic qua trinh t6i wu hoa, chung toi wng dung 1én men ché pham cé dinh thu
L-lysine. Panh gia hiéu qua 1én men qua cac lan tai s dung ché pham. Béng thoi
chiing t6i khao sat mot s6 diéu kién bao quan ché pham va xac dinh ty 1& té bao séng
sot theo thoi gian.

2.3.2.  Bé tri thi nghiém

2.3.2.1. Kiém tra giong

Kiém tra hinh thai dai thé ciia chung giéng qua phuong phap dém khuan lac trén
moi truong thach dia.

Kiém tra mot sé dac diém sinh ly, sinh héa cua vi khuan C. glutamicum nhu hinh
dang khuan lac, hinh thai vi khuan, xac dinh Gram, hoat tinh enzym catalase, kha ning
ddng hda mot sb co chat.

23.22. Co6 dinh té bao ching C. glutamicum trén chdt mang k-
carrageenan
<% Chuan bi vat liéu - hda chat

- Giéng duogc ting sinh 48 gid sau d6 ly tim (4000 vong/phut trong 15 phut).

- Chuan bj cac dia thach chira méi trudng can cho sy sinh trudng va phat trién
cua vi khuan.

- K-carrageenan ¢ 2 ndng do6 2% (w/v) va 4% (w/v), pha 0,99 NaCl trong
1000mL nuéc CAt.

- KCI 6 2 ndng d6 1M va 3M, pha méi trudng nhan giéng khoang 500mL

- Hép v trang dung cu ¢ 121°C trong 30 phat va hip cic méi truong da pha &
121°C trong 15 pht.

% Tién hanh cd dinh té bao
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Chung gidng C. glutamicum VTCC - B -
0632 (sau 48 gio hoat hoa)

l Dung dich k-carrageenan 2% - 4%

Han hop dung dich giéng va k-
carrageenan

A 4

U (nhiét 6 10°C)

(20 - 30 phat)

l KCI (1 - 3mol/L)

Tao gel va 6n dinh
cau tric gel

(120 phat)

A 4

Ché pham cé dinh

Hinh 2.2. Qua trinh tao ché pham cb dinh trén chat mang k-carrageenan

a.  Sang loc cac yéu t6 anh huong chinh dén hiéu suat ¢ dinh té bao
B tri thi nghiém: thi nghiém sang loc dugc bd tri theo ma tran Plackett —
Burman véi 7 bién va 12 thi nghiém. Céc bién 1a cac yéu t6 khao sat va ham muc tiéu

la hiéu suét cd dinh.
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Bang 2.2. B4 tri cac bién, gia tri theo cac mirc khao sat

trong ma tran Plackett-Burman

Céc bién Pon vi tinh Ky | Muc thap nhit | Muc cao nhat

hiéu (-1) (+1)

Nong do k- carrageenan % Xy 2% 4%

Gidng bd sung triéu th/mL Xs 100 300

Nhiét @6 hinh thanh gel °c X3 5 15

Thaoi gian hinh thanh gel phat X4 20 30

Nong do KClI mol/L Xs 1 3

Téc do lac vong/pht Xs 100 200

Thoi gian lic phat X7 60 180

Bang 2.3. B tri thi nghiém theo ma tran Plackett — Burman

_|
Z
o
&
P
X
A

Xs | Xo | X7 Hiéu suat ¢ dinh (%)

O oI N~ W | DN
[EEN
[EEN
1
[BEN
[EEN
1
[BEN
1
[BEN
1
[N

-1 1 -1 -1 -1 1 1
1 1 1 1 -1 1 -1
10 1 -1 -1 -1 1 1 1
11 -1 -1 -1 1 1 1 -1
12 -1 1 1 1 -1 1 1

~ Cha thich: TN: Thi nghiém; X, khéi lwong kappa-carrageenan% (wiv); Xa: giong b sung (triéu
te bao/mL); X : Nhi¢z @6 hinh thanh gel (°C); Xu: Thoi gian hinh thanh gel (phut); Xs: nong dé KCI
(mol/L); Xe: toc dé lac (vong/phit); X;: thoi gian ran gel (phut)
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Két qua dy kién: xac dinh nhiing yéu t6 chinh anh huéng dén qua trinh ¢d dinh té
bao.
b.  Thiét ké thi nghiém t5i wu hoa cac thong s ¢ dinh
Chung t6i tién hanh thuc nghiém téi wu hoa véi thi nghiém khoi dau va thi
nghiém trung tam. Sau do, tién hanh thi nghiém bé mat dap tng cau tric ¢ tam.

Bang 2.4. B4 tri thi nghiém khoi dau va thi nghiém trung tam

TN | Xy | Xa | Xs | X4 | Xs | X6 | X7 | Hiéusuatcddinh Y
(%)
1/0|-1/0]0|1]0]0O
2 0|l0|O0O|O0O]|]O0O]O0]O
3/ 0(-1/0|0]|1]01]0O0
410|100 |-1]01]0O
510 |1 0|0 |-1]010
6 | 0| 0|O0O|O0O]|]O0]O0]|O
71 0[0|0|O0O]O0O]O0]O
8| 0|0|O|O]|]O]O]|O
9/ 0|0|O0O|O0O]|]O0O]O0]O

Cha thich: TN: Thi nghiém; X, khoi lirong kappa-carrageenan % (w/v); X, :giong bé sung (triéu
té bao/mL); Xs : Nhi¢z d@g hinh thanh gel (°C); X,: Thoi gian hinh thanh gel (pht); Xs: nong dé KCI
(mol/L); Xe: toc dé lac (vong/phat); X7: thoi gian ran gel (phut)

Két qua du kién: xac dinh méi quan hé gitra hiéu suat cé dinh té bao vai cac yéu
t6 anh huong va phan tich kha ning ton tai mé hinh tuyén tinh bac cao.

c.  Thinghiém tbi wu hoa hiéu suit ¢ dinh té bao

B4 tri thi nghiém: phan tich sy anh huong cac yéu té dén ham muc tiéu, ching
t6i xac dinh 2 yéu té duoc b tri trong bang 2.5 anh hudng cé ¥ nghia dén hiéu sut cd
dinh té bao.

Két qua du kién: xac dinh mdi quan hé hiéu suat cé dinh té bao véi céc yéu td

theo ham sb bac cao.
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Bang 2.5. Bang bé tri thi nghiém CCD (central composite Design)

Thi | Gia trj ma hoa Gia trj thyc Higu suit ¢b dinh
nghiém Y
X2 Xs X2 , Xs (%)
(triute | (mol/L)
bao/mL)
1 0,00 0,00 200,00 2,00
2 0,00 0,00 200,00 2,00
3 -1,40 0,00 58,58 2,00
4 0,00 0,00 200,00 2,00
5 -1,00 | -1,00 100,00 1,00
6 1,40 0,00 341,42 2,00
7 -1,00 1,00 100,00 3,00
8 1,00 1,00 300,00 3,00
9 0,00 0,00 200,00 2,00
10 0,00 -1.40 200,00 0,59
11 0,00 1.40 200,00 3,41
12 1,00 -1,00 300,00 1,00
13 0,00 0,00 200,00 2,00

Chu thich: X,: giong bé sung (triéu té bao/mL); Xs: nong dé KCI (mol/L)
2.3.2.3.  Pdnh gid ché pham ¢é dinh
Tién hanh dong thoi 18n men ché pham c¢b dinh va khao sat diéu kién bao quan
ché pham. Ung dung ché pham cb dinh dé 1én men thu san pham va khao sét kha ning
tai sir dung ché pham.
a. Lén men thu L-lysine tir ché pham c6 dinh
Nguyén tic: [8n men ché pham cb dinh, té bao trong ché pham s& bi rua troi theo
thoi gian do:
- Pac diém chiat mang cé dinh, nén nhitng yéu t6 18n men nhu: oxy, nhiét do
cuing toc do khudy dao s& tac dong vao ciu tric gel caa ché pham cb dinh, 1am cho ché

pham bi v& theo thoi gian 1én men.
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- Céc thanh phan hda chat anh hudng bat loi dén ciu tric chat mang.

B4 tri thi nghiém: tién hanh 1&n men ché pham cb dinh va mau ddi chimng (té bao

tu do) & cung diéu kién. LAy mau theo thoi diém khao sat dé phan tich cac chi

tidu sau: lwong L-lysine thu dugc, lugng duong sir dung va mat do té bao con lai

trong ché pham cé dinh.

Két qua du kién: xac dinh duoc ty 18 rira troi, s 1an tai st dung cua ché pham
dé danh gia hiéu suat caa ché pham cé dinh so vai té bao tu do.
b.  Khao sat diéu kién bao quan ché pham ¢ dinh

Nguyén tac: Ché pham vi sinh s& giam hoat tinh theo thoi gian.

Diéu kién bao quan ché pham thich hop, gilp ching t6i xac dinh chinh xac thoi
gian tét nhat dé bao quan ché pham cé dinh. Thi nghiém duoc bé tri theo bang 2.6.

Bang 2.6. Bang bd tri thi nghiém khao sat cac diéu kién bao quan ché pham c6 dinh

Thi nghiém Yéu to thay doi Yéu t6 ¢co dinh
1 Dung méi dé ngam ché pham: pH cua dung méi: 7,0, nhiét do: 4°C,
Nudc vo trung thoi gian: 72 gio

NaCl: 0,5%, 0,85%, 1,0% (w/v)
KCI: 0,5%, 1,0% (w/v)
CaCl;:0,5%, 1,0% (w/v)
CaCl,/KCI: 0,5%:0,5%; 5%:1,0%;
1,0%:1,0%; 1,0%: 0,5% (w/v)

2 pH cua dung méi: 5, 6, 7, 8 Nhiét do: 4°C, thoi gian: 72 gio
dung moi dé ngam ché pham chon tur
thi nghiém 1
3 Nhiét do: 0°C, 4°C va nhiét do | Thoi gian: 72 gio, dung méi ngam ché
phong (30°C dén 32°C) pham chon tir thi nghiém 1, pH cua

dung mdi chon tir thi nghiém 2
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Két qua dy Kién: xac dinh dugc dung méi, pH, nhiét do thich hop dé tién hanh
bao quan ché pham theo thoi gian.
c.  Khao sat ty I séng sot cua té bao theo thoi gian
Bé tri thi nghiém: dua vao dung méi, pH, nhiét d6 di xac dinh duoc & trén,
chidng tdi tién hanh thi nghiém bao quan ché pham ¢ dinh theo thoi gian va khao séat ¢
cac thoi diém (7 ngay, 10 ngay, 14 ngay, 30 ngay, 60 ngay).
Chi tiéu theo ddi: ty Ié té bao sdng s6t sau mdi thoi diém bao quan.
Két qua du kién: xé4c dinh ty Ié té bao séng sot theo thoi gian bao quan, tim ra
thoi diém bao quan ché pham tot nhat.
2.4, PHUONG PHAP PHAN TiCH
2.4.1. Phwong phép vi sinh
2.4.1.1.  Kiém tra hinh thai vi sinh
v Kiém tra dai thé chung giéng thdng qua quan sat hinh dang khuan lac
cua vi khuan C. glutamicum bang phuong phap dém khuan lac trén méi truong
thach dia.
Tién hanh
Chuan bi cac dia thach chira méi truong can cho su sinh truéng va phat trién cua
vi khuan. Hat 0,AmL dich huyén phi ¢ cac d6 pha lodng khéc nhau cho vao ting dia
thach, tiép do sir dung que cdy trang (vd khuan) dé dan déu cac té bao trén bé mit
thach, & 4m & 30°C dé vi khuan phat trién tét. Sau 24h gio 1, quan sat hinh dang cua
khuan lac [6].
v Kiém tra vi thé qua quan sat hinh thai cua chung C. glutamicum dudi
kinh hién vi bang phuong phap nhuém Gram
Tién hanh: lau sach céc phién kinh bang cdn 70°. Tiét tring que ciy dudi ngon
dén con, ldy mét giot nude cat cho I18n phién kinh. Ly mét it gibng cho Ién phién kinh
da c6 sin giot nudc. Ho néng nhe phién kinh dé ¢ dinh mau. Nho mot giot thude

nhudm crystal violet I&n giot huyén phu dd duoc ho néng, dé yén 30 gidy sau do rira
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lai bang nude. Sau do, lai nho giot thuéc nhudém iodine 1én mau trong khoang 30 giay,
roi rira lai voi nuac tiép d6 rira qua cdn 70° va rira lai véi nudc. Cudi cung nhd mot
giot safranin 1én mau, dé yén khoang 30 gidy va rta lai v6i nuéc. Tham kho phién
kinh vai gidy tham, cho vao mau mot giot dau va quan sat dudi kinh hién vi ¢ vat kinh
100X [6].
2.4.1.2. Kiém tra mdt dé té bao
Théng qua ciy trang & cac ndng do pha lodng 10™ - 107" té bao/mL, sau d6 dem

khoang 24h trong diéu kién nhiét do thich hop ¢ ti i am va ldy mau ra dém té bao.

ath

S6 té bao duoc tinh theo cdng thic: té bao/mL = - 10

s
Trong d6: a s6 té bao dém duoc trén dia thir nhat.
b s6 té bao dém duoc trén dia thi hai.
10™ : nong do pha loing huyén phu té bao [6]
Dinh lugng vi sinh vat bang phuong phap trai dia kiém tra mat do té bao
L4y mau theo tirng thoi diém 18n men, sau d6 pha loing mau & cac nong do 107,
1077 va tién hanh trdi dia & 2 nong do trén. M3i nong do6 lap lai 3 dia. Sau d6 dé dia
trong ta 4m & nhiét do 30°C trong khoang thoi gian 24h Iy ra &ém khuén lac, ghi nhan
két qua [6].
2.4.1.3. Kiém tra dic diém sinh hda cua vi khudn
v’ Xac dinh vi khuan hiéu khi bang catalase
Cho giot H,0, 3% Ién lam kinh, ding que cdy cham lay khuan lac réi dan déu Ién
giot H,0,. Néu ¢6 su sui bot khi d6 1a vi khuan hiéu khi, nguoc lai 12 ki khi [4].
v’ Xéc dinh Gram bang phan ¢ng String test
Nho mot giot KOH 3% 1én lam kinh, sau d6 ding que cy cham lay khuan lac roi
dan déu lén giot KOH. Néu c6 kéo soi trong 60s thi d6 la vi khuan Gram duong,

nguoc lai 1a vi khuan Gram am [4].
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2.4.2. Phwong phdp héa sinh
2.4.2.1. Pinh lirong L-lysine bang phwong phdp do mdt dé quang

Thudc thtr ninhydrin - ferric phan tng cao va dac biét véi L-lysine ¢ pH=1,0.
lon sit s& han ché su phan &ng caa ninhydrin vai proline, nithine, glycine, arginine va
histidine. Chinard (1952), tim thay ninhydrin phan ung cao va c6 kha nang chon dugc
L-lysine, proline, nithine & pH=1,0. Sy thém ion sat han ché phan wng caa ninhydrin
véi proline, & pH=1,0 tang d6 nhay cam cua ninhydrin véi L-lysine. Phuong phap nay
c6 thé str dung dé dinh lwong mau L-lysine khong can pha lodng. Dimethyl sulfoxide
b sung vao dé hoa tan phtc hop ninhydrin - ferric - L-lysine, 1am ting phan (ng cua
thudc ther ninhydrin - ferric véi L- lysine [38].

Chuan bi mau phan tich: Sau mdi thoi diém 1én men ta lay dich Ién men va dem
ly tam 13000 vong/phdt trong khoang thoi gian 10 phat dé loai bo sinh khéi va lay
dich long dé phan tich L-lysine.

Tién hanh

Hat 20uL mau tron hoan toan véi 0,66mL cua dung dich A va 0,37mL dung
dich B. Hon hop da tron duge dun & nhiét do 100°C khoang 20 phut, sau d6 lam lanh
duéi voi nuée. Tiép theo bd sung 4mL DMSO (Dimethyl sulfoxide), 6mL nuéc cat va
vortex mau. Mau dbi ching cach 1am tuong tu nhung thay mau bang nudc cat 2 lan.
Pem mau do & budc song 470nm [38].

Tir két qua do két hop véi duong chuan (phu luc 1) suy ra luong L-lysine c6
trong dich 1én men ¢ tirng thoi diém khao sat.

2.4.2.2. Phuong phap xdc dinh dwong khir bang 3,5 — dinitrosalicylic acid

(DNS)
Nguyeén tic: thubc thir acid dinitrosalicylic (DNS) c6 mau vang trong dung dich
kiém s& bi khir thanh acid 3 - amino -5-nitrosalicylic c6 mau dé cam. Phuong phéap nay

dura trén co s& phan Gng tao mau giita duong khir vai thude thir acid dinitrosalicylic
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(DNS). Cuong do mau caa hdn hop phan tng ti 1é thuan véi nong do duong khi hién
dién trong mau [8, 31, 33].

Chuan bi mau phan tich: sau mdi thoi diém 1én men ta lay dich d6 va dem ly tdm
(13000vong/phut) vai thoi gian khoang 10 phut dé loai bo sinh khéi va lay dich long
dé phan tich duong sot con lai trong dich 1&n men.

Tién hanh

L4y 3mL dung dich mau di pha lodng sau ly tdm cho vao ong nghiém va bo
sung thém 1mL DNS (dinitrosalicylic), vortex va bit kin mau dem dun 100°C vdi thoi
gian 5 phit. Sau d6 1am lanh téi & nhiét d6 phong. Mau ddi ching cach 1am ciing
tuong ty nhung thay mau bang nudc cat hai 1an. Po d6 hap phu mau ¢ budc song
560nm.

Tur két qua do két hop véi duong chuan (phu luc 2) suy ra nong do duong co
trong dich I&n men & tirng thoi diém khao sat [8].

2.4.3. Phwong phdp phén tich sé li¢u

S liéu dugc phan tich théng ké co ban va biéu dién dudi dang Mean+SD. Panh
gia su khac biét gitra cac thdng s6 theo mirc ¥ nghia & = 0,05

Str dung phan mém Minitab 17 dé phan tich va thiét ké thi nghiém tbi wu hoa.

Céc cdng thic str dung trong dé tai

56 t béo cb dinh trong k—carrageenan

Hiéu suat ¢ dinh: H (%) = % 100

55 t4 bao bb sung vio

56 t2 béo b dinh trong k—carrageenan

Mat d6 té bao trung binh (triéu té bao/g) = x 100

Khéi lrong ciia ché phim cb dinh

Lysine [%j

San lugng L-lysine (100%) = x 100

Lrong dutmg sit dung {%’j
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Chuwong 3. KET QUA - BAN LUAN

3.1. KHAO SAT MQT SO PAC PIEM CUA CHUNG GIONG

3.1.1. Dic diém dai thé, vi thé, sinh Iy va sinh hoa

Tién hanh khao sat chang vi khuan C. glutamicum VTCC - B - 0632 (Vietnam
Type Culture Collection - B - 0632) tir trung tdm luu trit giéng vi sinh vét chuan Pai
hoc Qudc gia Ha Noi V& dic diém dai thé, vi thé, sinh ly, sinh hda qua quan séat khuan
lac, hinh thai vi khuan dudgi kinh hién vi 100X, thuc hién cac phan tng sinh hoa
(String test, catalase) va kha niang dong héa mot sb loai duong. Ching t6i c6 mot s6
nhan xét thé hién qua bang 3.1 1am tién dé cho cac khao sat vé ddi tuong vi sinh vat
cla dé tai.

Bang 3.1. Bic diém sinh hoc cua chang C. glutamicum VTCC - B - 0632

Mau sic Vang nhat, tring kem
bac diém dai thé | Hipn dang C6 nhan, hinh tron, béng, tron
Kich thudc 1-2mm
Mau sic mau tim
Hinh dang Que ngan hoic hinh chir V
Kich thuéc 1 x1,5um
Dic diém vi thé — —
Kiéu sap xép té bao Dang chuoi ngan
Gram duong
Bao tir Khéng cé bao tur
pH 6,5- 8,5
Nhiét do 20°C - 40°C
Catalase +
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Sinh ly, sinh héa | Glucose +
Sucrose +
Fructose +
Pentose +

(+): Vi khudn c6 kha ndang tiét enzym catalase va phat trién dwoc trén cac nguon carbohydrat
khdo séat

Hinh 3.1. Hinh dang khuan lac cua chung giéng
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Hinh 3.2. Hinh thai cua chang giéng

Két qua khao sét dic diém sinh hoc caa chung gidng 1a co s dé ching toi tién
hanh thi nghiém téi wu hoa.

3.1.2. Bién dgng sinh trwéng va khd nang trao doi chdt cia ching giéng

Chung tdi tién hanh 1&n men ching gidng VTCC - B - 0632 trong méi trudng lén
men va ldy mau theo thoi gian tir 0 gio dén 48 gio khao sét sy bién dong sinh truéng,
kha nang sir dung co chat va kha ning sinh tong hop L-lysine theo thai gian. Ching toi
thiy sy bién dong sinh truong va kha ning sinh L-lysine dién ra dong thoi nhung
khong dong nhit véi nhau. Két qua khao sat dugc trinh bay ¢ (phu luc 3) va db thi
hinh 3.3.

70 1600
= 60 1400 =2
B0 =
.§0 <0 1200 =
B =
= 1000 &
= 40 =
= 800 =
- 30 ar
s 600 g
= pre
g 20 400 =
’_"l L=
ES =
g 10 200
= =
H 0 0 =

0 2 4 5 6 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Thaoi gian (gio)
Luong L-lysine (g/L) —s— Luong dwong (g/L) —— Mat dé té bao (ty té baoll)

Hinh 3.3. B4 thi biéu dién sy bién dong sinh truong, kha ning trao d6i chat cua

chuing gidng C. glutamicum theo thai gian
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Quan sat dudng biéu dién su bién dong sinh truong (hinh 3.3) thoi diém tir 0 gio
dén 20 gio vi khuan da trai qua 2 pha:

Pha lag (tir 0 gid - 2 gio): 1a giai doan vi khuan thich nghi voi méi truong, luong
co chat (dudng glucose) giam nhe tir 59,1g/L xudng 57,2g/L tic vi khuan di st dung
khoang 1,9g/L luong co chat dé dap (g cho sy tang thé tich va khdi luong té bao. Pha
nay dién ra ngan cé thé do chung gidng gdbm céc té bao dang & pha sinh truéng logarit
va dugc nudi trong cung diéu kién nén dé thich nghi véi méi truong. Gan & thoi diém
2 gio sinh khdi bit du ting nhe tir 4,6.10° té bao/mL - 8,7.10° té bao /mL.

Pha log tir 2 — 20 gio vi khuan sinh truong va phat trién rat nhanh thé hién &
duong biéu dién (hinh 3.3). Luong co chat st dung trong giai doan nay rat I6n khoang
25,9 g/L 1am luong dudng trong canh truong giam tir 57,2 g/L xudng 31,3 g/L, duong
biéu dién luong duong giam manh & thoi diém 20 gio (hinh 3.3) nham dap ¢ng cho
qué trinh trao d6i chat dién ra manh, két qua sinh khdi ting nhanh va dat cuc dai & thoi
diém 20 gio (1,38.10° té bao/mL). Tiép d6 lugng co chéit con dugc st dung nhdam muc
dich sinh tong hop L-lysine do qua trinh phat trién va sinh tong hop L-lysine cua
chang giéng xay ra cing mot lac, nén lugng dudng giam manh. Luong L-lysine dat
26g/L (thoi diém 20 gio)

Sau 20 gio, chung C. glutamicum budc vao pha can bang duong biéu dién giam
va tang, tac 12 co sy chét di va sinh ra dé thay thé nén mat do té bao trong giai doan
ndy 6n dinh. Pha nay twong ddi dai (12 gid) day 1a wu diém cua chang giéng. Luong
L-lysine trong méi truong duoc tich lily ngdy cang ting 32g/L (thoi diém 32 gio),
lwong duong giam tir 31,3g/L xudng 16,8 g/L tirc vi khuan di sir dung khoang 14,5g/L
dé tap trung sinh tong hop L-lysine.

Sau giai doan can bang, vi khuan & vao giai doan suy vong, lugng co chat giam
tir 15,2g/L xudng 10,9g/L. Co chét giam, chat doc trong canh truong tich tu cang
nhiéu, xay ra canh tranh dinh dudng lam mat d6 té bao giam. Hon nia, vi khuan cé thé

str dung san pham tao ra 1am co chat dan dén san pham thu dwgc giam. Do d6, thoi
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diém thich hop dirng qua trinh 1én men thu nhan L-lysine la 32 gio. So voi nghién cau
cua Tran Thi Minh Tam (2009) va Ngd Nam Luan (2012) ching t6i thay c6 mot sb
diém khac biét sau:

Thoi diém nging 1&n men va thu L-lysine cuc dai 32 gio so véi nghién ciu cua
Tran Thi Minh Tam (2009) va Ngé Nam Luan (2012) 14 72 gio.

Mat do6 té bao cao nhat & sau 20 gio 1én men 1,38.10° té bao/mL.

Su khac biét nay do ching téi st dung moi treong 1én men khac véi moi truong
cua Tran Thi Minh Tam (2009) va Ng6 Nam Luén (2012).

TOm lai, trong méi trwong 18n men, chuing C. glutamicum VTCC - B- 0632 c6 thé
cho fwong L-lysine 32g/L ¢ thoi diém 32 gio nudi cay. Két qua nay la co sé dé ching
t6i tién hanh t6i wu héa nham tao ché pham cé dinh va sir dung ché pham dé 18n men
thu nhdn L-lysine, dong thoi giiip chiing téi ddnh gid lai hiéu qud cua 1én men ché
phdm cé dinh so véi 1én men ¢ té bao tw do.

3.2.TOI UU HOA QUY TRINH CO PINH CHUNG GIONG TREN CHAT
MANG K-CARRAGEENAN

3.2.1. Sang loc cac yéu té anh hwéng dén qué trinh cé dinh

Kha ning tao gel s& anh hudng dén ciu trac gel va tac dong dén hiéu suat c¢b dinh
té bao. Khi nong do k-carrageenan thap, gel long va mém, kich thudc 18 gel to, trong
khi d6 vi khuan C. glutamicum c6 kich thuéc nho nén dé bj rira trdi trong qué trinh ¢
dinh. Nguoc lai khi nong do k-carrageenan cao, gel cing té bao vi khuan khé hoa 1an
hoan toan vao dung dich k-carrageenan nén luong té bao cé dinh trong gel giam. Sy
thay doi cua nhiét do ciing anh huong dén qué trinh tao gel. Nhiét d6 cang thap qua
trinh tao gel dién ra nhanh, gel cang, khi nhiét do cang cao, gel mém va long. Sy ting
hoic giam thoi gian ciing anh huéng dén qua trinh hinh thanh gel va thoi gian ran gel
lam thay doi dac tinh caa gel. Nhin chung, sy thay doi cua nong do chat mang va

nhiét do, thoi gian hinh thanh gel s& tac dong dén tinh chat cua gel va anh huong dén
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hiéu qua c dinh té bao, nén ching tdi chon ba yéu té nay dé khao sét tiép tuc mac do
anh huong cua chung dén qué trinh ¢d dinh.

Gel duoc hinh thanh cang va c¢6 d6 dan hdi khi ¢ su hién dién cua ion K*, khi
thay doi nong d6 cia KCI thi d6 cing va do dan hoi cia gel thay doi theo. Cau tric gel
s& bi thay doi dudi tac dong cua toc do khudy dao. Do d6, nong d6 KCI, toc do lac la
hai yéu té tiép theo tac dong dén hiéu suit cd dinh té bao. Gidng bd sung ciing 1a mot
yéu t6 can quan tdm Vi su ting hoic giam luong giéng bd sung sé tac dong truc tiép
1&n hiéu suat cb dinh té bao. Vi vay, chiing t6i da tién hanh khao sét sy anh hudng caa
cac yéu té: Xi: khdi luong K-carrageenan % (w/v); X,: gidng bd sung (triéu té
bao/mL); Xs: nhiét d6 hinh thanh gel (°C); X4: thai gian hinh thanh gel (phat); Xs:
nong d6 KCI (mol/L); Xe: toc do lac (vong/phat); X;: thoi gian ran gel (phat). Thi
nghiém sang loc dugc thiét ké dya trén 7 yéu té véi 12 thi nghiém duoc trinh bay qua
bang 3.2

Bang 3.2. Hiéu suat ¢6 dinh trong thi nghiém sang loc céc yéu té anh hudng

dén qué trinh ¢6 dinh

X1 | X2 | X3 | X4 | X5 | X6 | X7 Hiéu suat ¢ dinh
TN (%)
1 | 4 | 30| 15| 20 | 3 | 200 | 60 28,77
2 | 4 |30 | 5 |3 | 3 | 100 | 180 22,39
3 | 2 |100| 15| 3 | 3 | 100 | 180 46,99
4 | 2 /10| 5 | 20| 1 | 100 | 60 70,80
5 | 4 (30| 5 |3 | 1 |100 | 60 35,38
6 | 4 | 100 | 15| 20 | 1 | 100 | 180 79,21
7 | 2 |30 15| 20| 3 | 100 | 60 21,44
8 | 2 |30 | 5 |2 | 1 | 200 | 180 25,16
9 | 4 | 100 | 15| 3 | 1 | 200 | 60 76,96
10 | 4 | 100 | 5 | 20 | 3 | 200 | 180 58,18
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11 2
12 2

100 | 5 30 3
300 | 15 | 30 1

200 60
200 | 180

45,19
43,80

Chu thich: TN: Thi nghiém; X, khéi hiong kappa-carrageenan % (w/v); X,:giong bé sung (triéu
té bao/mL); Xs : Nhiér d@g hinh thanh gel (°C); X,: Thoi gian hinh thanh gel (pht); Xs: nong d@g KCI
(mol/L); Xe: toc do lac (vong/pht); X;: thoi gian ran gel (phat).

Trong 12 thi nghiém khao sét, hiéu suat cé dinh té bao dao dong trong khoang
21,44% — 79,21% khi ta thay doi cac gié tri cua 7 yéu t6. Hiéu suét cb dinh cao nhat 1a
79,21% (thi nghiém 6) va thap nhat 1a 21,44% (thi nghiém 7). Théng qua cac muc cua
cac bién trong thi nghiém va sy anh huong cua ching I&n hiéu suat cé dinh té bao bang
3.3. Ching tdi c6 mot s6 nhan xét nhu sau:

Xy: khéi lugng chat mang % (hé sé anh huong 0,792, p= 0,106); Xs: nhiét do
hinh thanh gel (hé s6 anh huong 3,338, p= 0,155); X,: thoi gian hinh thanh gel (hé sé
anh huong -2,140, p=0,605); Xs: toc d6 lac (hé s6 anh huong 0,310, p=0,940); X;: thoi
gian ran gel (hé s6 anh huang -0,008, p= 0,908) c4c yéu to trén déu co gié tri p I6n hon
muc ¥ nghia @ = 0,05 nén c4c yéu t6 nay khdng c6 anh huong dén hiéu suat ¢o dinh té
bao (bang 3.3)

Bang 3.3. Cac mirc cuia cac bién trong thi nghiém va sy anh huong cia cac bién 1&n
hiéu suat ¢ dinh (R-sq = 96,4%; p < 0,05 duoc chap nhan)

Muc do
hiéu (-1) (0) (+1) huong cuap
chinh
Khéi lugng chat | X 2 3 4 +0,792 | 0,106
mang (%)
Giong Xa 100 200 300 -0,334 0,001
(triguTB/ mL)
Nhiét do hinh | X3 5 10 15 +3,338 | 0,155
thanh gel (°C)
Thoi gian hinh | X4 20 25 30 -2,140 0,605
thanh gel (phut)
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Nong d KCI | Xs 1 2 3 -18,060 | 0,009
(M)

Toc d6 lac Xe 100 150 200 +0,310 | 0,940
(vong/phat)

Thoigianrin | X7 60 120 180 -0,008 | 0,908
gel (phut)

R-sq: mé hinh tim duwoc phi hop véi thuc nghiém

Trong khi d6 X,: gidng bd sung (hé s6 anh huang -0,334, p = 0,001) va Xs: ndng
d6 KCI (hé s6 anh huong -18,060, p = 0,009) c6 gid tri p nho hon mtc ¥ nghia
a = 0,05 nén su thay doi gia tri caa hai yéu t s& anh huong 16n dén hiéu suat ¢ dinh
té bao (bang 3.3). Can clr vao hé sé anh huong ching tdi phai giam lugng gidng bd
sung vao (X,), va nong do KCI (Xs) & muc thap tic dudi muc gia tri trung tam, hiéu
suat ¢ dinh té bao dat cao nhat 79,21% nhu & thi nghiém 6, nguoc lai néu ting luong
gidng bd sung va nong do KCI & muc cao tic trén mac gia trj trung tam, hiéu suat cb
dinh té bao thap nhat 21,44% nhu & thi nghiém 7. Sy ting hoic giam 2 yéu t6 so véi
muc gia tri trung tam 1am hiéu suét cé dinh té bao dao dong trong 21,44% -79,21%.

Két qud nay c6 gia tri R - sq = 96,4%, chiing té md hinh bé tri phi hep véi thic
nghiém khodng 96,4%. Két thiic thi nghiém sang loc, chiing téi tim dwroc 2 yéu to anh
huéng dén hiéu sudt cé dinh té bao 1a giong bé sung (X) va nong dé KCI (Xs).

3.2.2. Toi wu héa qud trinh ¢6 dinh chiing C. glutamicum trén chdt mang k-

carrageenan

B tri va bo sung thém mot sb thi nghiém gia tri trung tam voi 2 yéu té anh
huong dén qué trinh ¢ dinh. Thi nghiém khoi dau duoc tién hanh 9 thi nghiém trong
d6 ¢ 4 thi nghiém dugc bé tri & 2 mac (-1,1) va 5 thi nghiém trung tam. Puoc trinh
bay qua bang 3.4

Bang 3. 4. Hiéu suat c6 dinh cua thi nghiém khoi dau

TN | Xp | Xo | X3 | Xa | Xs | Xe | X7 | Hiéu suatcd dinh Y
(%)
1/0/|-1]0/|l0]|1]01|0O0 44,59
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2 0 0 0 0 0 0 0 26,92
3 0O|-1]0 0 1 0 0 70,56
4 0 1 0 Oo|-1,0 0 21,11
5 0 1 0 O|-1,0 0 41,40
6 0 0 0 0 0 0 0 27,11
7 0 0 0 0 0 0 0 28,55
8 0 0 0 0 0 0 0 26,14
9 0 0 0 0 0 0 0 27,11

~ Cha thich: TN: Thi nghiém; X, khoi hrong kappa-carrageenan % (w/v); X :giong bo sung (triéu
te bao/mL); X : Nhi¢z do hinh thanh gel °C); X4 Thoi gian hinh thanh gel (phut); Xs: nong dé KCI
(mol/L); Xe: toc dé lac (vong/phit); X;: thoi gian ran gel (phut)

Trong 9 thi nghiém khao sét, hiéu suat cd dinh té bao dao dong trong khoang
21,11% dén 70,56%. Khi ta thay ddi cac gia tri cia 2 yéu té & 2 mac (-1,1). Hiéu suat
¢ dinh cao nhat 70,56% (thi nghiém 3) va thap nhat 21,11% (thi nghiém 4). Thong
qua cac muc cua hai bién trong thi nghiém va sy anh huéng cua ching Ién hiéu suat cb
dinh té bao (bang 3.5), chling tdi c6 nhan xét sau:

Bang 3.5. Cac mirc anh huong cua hai yéu té khao sét

Tén yéu tb Muc do
Ky | Thip Trung Cao Anh | Gia tri
hiéu -1) tam (+1) huong | cuap
) chinh
Gidng bo sung (trigu | Xz 1 2 3 -35,53 | 0,000
te bao/mL)
Nong d¢ KCI Xs 1 2 3 -9,24 | 0,01
(mol/L)
R-sq = 98,85%; p < 0,05 duoc chap nhan.

R-sq: mé hinh tim dwoc phu hop véi thuc nghiém

Chung t6i nhan thay, gidng duoc bo sung vao cé anh hudng Ién nhat dén hiéu
suit c6 dinh té bao, sau do 1a ndng d6 chat ran gel KCI. Cu thé: X, (gidng duoc bd
sung vao (triéu té bao/mL) cd hé sé anh huong: -35,53, p= 0,000), Xs (nong d6 KCI
(mol/L) cd hé sé anh huéng: -9,24, p= 0,01).
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Bang 3.6. Két qua phan tich phuong sai ctia hai yéu t6 khao sat

Thanh phan DF Giatri F Giatri P
X, 1 245,42 0,000
Xs 1 16,58 0,010
Curvature 1 167,06 0,000
Lack of fit 1 30,06 0,005

_ Chu thich: DF: s6 bdc ti do cua ting thanh phan; X,: giong bo sung (triéu té bao/mL); Xs:
n_o:ng do KCI (mol/L); Curvature: dang dwong cong; lack of fit: mizc dé phu hop cia md hinh véi dir
e Két qua phan tich (bang 3.6), chiing toi thay kha nang md hinh xuat hién dang
duong cong 16n (gia tri p nho hon 0,001, tic c6 X4c suat trén 99,9% kha nang md hinh
biéu dién ¢ dang duong cong). Gié tri xac suat p= 0,005 nho hon muc ¥ nghia thong
ké o = 0,05, nén md hinh dit liéu du doan ban dau khdng con phu hop nita. Thong qua
hé sé quyét dinh r* (ky hiéu R-sq =98,85%) c6 nghia 1a s liéu thuc nghiém tuong
thich voi mé hinh dy doan dang dudng cong la 98,85%. Do d6, chling ti tién hanh
thiét ké tiép thi nghiém bé mit dap wng co ciu tric tam xoay (RSM — CCD: Response
Surface Methods - Central Composite Designs). Thi nghiém dugc bé tri va khao sat &
5 muc (-a;-1; 0; 1; +a) voi 13 thi nghiém. Hiéu suat c¢b dinh té bao cao nhit ¢ thi
nghiém 5 (X,= -1; Xs= -1) 1a: 91,6 4+ 2,95% va hiéu suit cb dinh té bao thap nhat & thi
nghiém 11 (X,= 200; Xs= 3,41) la: 47,01 £ 1,25 % duoc trinh bay bang 3.7
Bang 3.7. Hiéu suat cb dinh chiing C. glutamicum trén chat mang k- carrageenan trong

ma tran thuc nghiém RSM - CCD

Thi Gia tri ma hoa Gia tri thuc Hiéu suit
nghiém c0 dinh
(triéuté | (mol/L) (%)
bao /mL)
1 0,00 0,00 200,00 2,00 | 58,55+1,82
2 0,00 0,00 200,00 2,00 | 57,11+£1,96
3 -1,40 0,00 58,58 2,00 | 87,57+2,32




49

0,00 0,00 200,00 2,00 | 56,14+2,21
-1,00 -1,00 100,00 1,00 | 91,60+2,95
1,40 0,00 341,42 2,00 | 49,50+0,75
-1,00 1,00 100,00 3,00 | 77,60+4,12
1,00 1,00 300,00 3,00 | 56,83+2,05
0,00 0,00 200,00 2,00 | 56,92+2,10
10 0,00 -1,40 200,00 0,59 | 64,50+3,12
11 0,00 1,40 200,00 3,41 | 47,01+1,25
12 1,00 -1,00 300,00 1,00 | 61,30+2,81
13 0,00 0,00 200,00 2,00 | 57,11+1,81

Xa: giong bé sung (triéu té bao /mL); Xs: nong dg KCI (mol/L)

Piéu nay chang to khi giéng bo sung vao va nong o KCI giam (dudi mic trung
tam) thi hiéu suat cé dinh té bao 1a cao hon cac thi nghiém khac. Nguoc lai, khi giéng
bd sung vao va ndng d6 KCl tang tir mac trung tdm trg I1én thi hiéu suat cé dinh té bao
giam va dat gia trj thip hon céc thi nghiém con lai. Do d6, khi ting mat d6 gidng, nong
d6 KCI thi hiéu suat ¢ dinh giam. Hiéu suat c6 dinh tang khi giam mat d6 giéng va
ndng d6 KCI trong gidi han khong nam vao gié tri bién (-a ,+ a).

Phan tich ANOVA thi nghiém dap wng bé mat cau triic tdm xoay, mdi quan hé
giira hiéu suat c6 dinh té bao véi cac bién anh huéng, ham muc tiéu dugc xac dinh:
Y (%) = 135,1 — 0,613X, — 22,0Xs — 0,0000X,2 + 2,97Xs2 + 0,0238X,Xs (3. 1)

R —sq = 91,41%. Trong d6, Y(%): hiéu suat c6 dinh té bao, X,: mat do gidng ban
dau (triéu té bao/mL), Xs: ndng d6 KCI (mol/L). Hé sé quyét dinh r? (ky hiéu R — sq)
la 91,41% thé hién sé liéu thuc nghiém twong thich véi sé liéu md hinh du doan.
Phuong trinh hdi quy cho thay yéu té giéng anh huong I6n dén hiéu suat c¢b dinh té
bao sau d6 12 ndng d6 KCI. Phan tich phwong trinh héi quy cho thay: gidng bd sung
vao (Xy) ty & nghich véi ham muc tiéu Y theo dang ham bac mot va bac hai véi hé sb
anh huong am. Mac d6 anh huong theo ham bac mét la 0,613 va ham bac hai la

0,0009. Piéu nay cho thay hiéu suat cé dinh té bao cang cao khi giam giéng bo sung
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vao vi néu tang luong gidng bd sung vao (X,) dan dén hién twong canh tranh dinh
dudng va sy dinh vi, té bao s& vao giai doan pha suy vong va mat do té bao trong ché
pham giam dan. Hon nita, c4c san pham trao doi chat tao ra ting, vira tac dong vao
mang té bao 1am thay d6i tinh thAm cua mang anh huong dén qua trinh thim thau céc
chét, vira gay &c ché su sinh tong hop cac hé enzym va tc ché hoat dong cua cac hé
enzym. Do d6 mét d6 té bao trong chit mang giam lam hiéu suat cé dinh giam. Nang
d6 KCl ciing anh huong dén hiéu suat cb dinh té bao. Nong do KCI ty 1& nghich véi
hiéu suat ¢6 dinh thu duoc theo dang ham bac nhat vai hé sé anh huéng am va ty 18
thuan theo dang ham bac hai véi hé s6 anh huéng duong. Mtic ¢ anh huéng theo ham
bac nhat 1a 22,0 va ham bac hai 1a 2,97. Két qua cho thiy, khi nong do KCI thap, hiéu
suat ¢ dinh té bao tang vi néu ting nong d6 KCI thi c6 nhiéu ion K* trong dung dich
k-carrageenan. Céc ion nay, sé két hop véi goc SO5 do d6 1am giam sé lwong goc SO5°
tu do c6 trong k-carrageenan tic giam duoc luc ddy tinh dién do gbc nay sinh ra dan
dén hinh thanh cac lién két hydro gitp cho cac phan tir k-carrageenan lién két chat
nhau. Gel k-carrageenan trg nén cing va gion dé bi v, 1am tang ty 1é té bao tu do va
giam mat do té bao trong ché pham. Mic khac, khi nong d6 KCI ting gel ciing anh
huong dén kha ning tham thiu cac chat qua mang tac dong dén qua trinh trao doi chat
gay uc ché sinh trudng vi khuan. Hon nita, khi gel cing vi khuan khé hoa Ian hoan
toan vao trong dung dich k-carrageenan. Chinh nhitng li do trén, 1am cho hiéu suat c6
dinh té bao giam. Cap yéu té gidng bd sung (X,) va nong do KCI (Xs) ty 18 thuan véi
hiéu suat c6 dinh té bao theo hé sé anh huong duong, muc do anh huong la 0,0238.
Hinh 3.4 thé hién su tuong tac giita gidng bd sung va nong d6 KCI vai hiéu suat cb

dinh té bao nhu sau:
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Do thi dwong muc vé hiéu suat ¢d dinh CCD (%) véi

Y_CCD
H < 50
W50 - 60

60 - 70

70 - 80
W80 - 90
W 90 - 100
B > 100

100 150 200 250 300
X2

Hinh 3.4. D6 thi duong mic vé hiéu suat ¢ dinh CCD (%) véi X, Xs

Khi gidng bo sung vao (X,) tang tir 300 dén 341,42 triéu té bao/mL va nong do
KCl ciing tang tir 1 dén 3,41mol/L thi hiéu suat cb dinh giam 50% - 60% (hinh 3.4).
Quan sét ving tiép theo (hinh 3.4) hiéu suat c6 dinh dat tir 60 dén 70% khi giéng bd
sung (X,) & mac 200 dén 250 triéu té bao/mL va nong do KCI (Xs) & mic dudi
1mol/L. Xét vung tiép theo (hinh 3.4) néu gidng bd sung & mic 150 - 200 triéu té
bao/mL va ndng d¢6 KCI 3mol/L thi hiéu suat ¢ dinh té bao trong khoang 70 - 80%,
con gidng bd sung 100 - 150 triéu té bao/mL va néng do KCI 1 mol/L tic giam & mirc
thap hiéu suat c6 dinh té bao 80 - 90%. Hiéu suat ¢ dinh ting 90% - 100% khi giam
gidng bd sung & mic 100 triéu té bao/mL, néng do KCI & mirc 2 mol/L

Bang phwong phdp quy hoach thuc nghiém, chiing t6i da xdc dinh dwoc cac yéu
to khodng dnh hwéng d@én hiéu sudt co dinh té bao nhuw: khoi lwong chat mang, nhiét dé
hinh thanh gel, thoi gian hinh thanh gel, téc dé ldc, thoi gian ren gel. Cac yéu té nay
dwoC gitr ¢ mirc gia tri trung tam. Pong thoi, chang t6i ciing tim ra dwoc thdng sé toi
wu cua hai yéu té anh huéng dén hiéu sudt cé dinh té bao 1a gisng bé sung 58,58 triéu
té¢ bao/mL va nong dé KCI 1a 0,58 mol/L, hiéu sudt cé dinh dat 91,6%. Tuy nhién,



52

trong thuc nghiém véi cac thdng so toi wu, hiéu sudt cé dinh té bao dat 78% + 2% va
mdt dé té bao trong chat mang 50 + 0,07 triéu té bao/g ché phdam cé dinh.

Két qua nay 1a co sé dé ching t6i tao ché pham dé tng dung Ién men ché pham
c¢b dinh nham thu nhan L-lysine.

3.3. UNG DUNG CHUNG C. GLUTAMICUM CO PINH TREN CHAT
MANG K-CARRAGEENAN PE LEN MEN THU NHAN L-LYSINE

3.3.1. Khd ndng tdi sir dung C. glutamicum cé dinh trong 1én men thu nhdn

L-lysine

3.3.1.1. Lurgng L-lysine thu nhdn tir qua trinh 1én men bgi ché pham cé dinh qua
cac lan tai sir dung

Sau khi tao duoc ché pham cb dinh, chiing toi sir dung ché pham dé 1én men thu
nhan L-lysine va mau dbi chung ching toi st dung té bao ty do dé l1én men. Thi
nghiém duoc thuc hién trong cung diéu kién. Két qua duoc ching t6i trinh bay ¢ bang
3.8. Qua két qua phan tich, chiing t6i nhan thay luong L-lysine thu nhan tir qua trinh
lén men boi ché pham c¢b dinh qua céc lan tai sir dung nhu sau: lan tai sir dung tha nhat
luong L-lysine thu dugc 30,94 + 0,22g/L thip hon so voi d6i ching 32g/L. Mac du &
lan tai sir dung nay, ty 18 té bao bj rua troi thap 13,15 + 2,01% c6 nghia 13 mat do té
bao con lai trong ché pham tuong ddi cao. Biéu nay co thé giai thich 1a do céc té bao
trong ché pham & lan tai sir dung nay chwa phat trién dong nhat vai nhau, mot s6 dang
trong giai doan sinh truéng va phat trién, sb con lai dang trong giai doan sinh tong hop
L-lysine nén cac té bao con lai trong ché pham c6 dinh da sir dung lwong 16n co chat
39,76 + 0,03g/L dé dap tng cho ca hai nhu cau trén, dan dén luong L-lysine tao ra
chua dat t6i da. Nguyén nhan tiép theo la do trong qua trinh sinh truéng va phat trién,
vi khuan c6 thé str dung luong L-lysine tao ra dé dap tng cho nhu cau cua ching khi
luong co chat gan can kiét.
Bang 3.8. Thong ké luong L-lysine, ty Ié té bao bi rira troi, lwong duong st dung trong

I&én men thu nhan L-lysine biang ché pham cb dinh va té bao tu do.
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Chi tiéu khao S6 lan tai st dung ché pham c6 dinh Déi chung
sat 1 2 3 4 (té bao ty do)
Luong L- | 30,94 +0,22* | 32,74 +0,18" | 29,58 + 0,44% | 23,39 +0,36° | Luong L-
lysine (g/L) lysine thu
Tyletébao | 13,15+2,01% | 29,39 +1,05° | 37,72 +2,43° | 53,88 +1,90° | duoc & 32
bi rua troi gio I1én men
(%) 32g/L
Luong 39,76 +0,03* | 35,76 +0,72" | 35,3+0,06° | 35,3 +0,09°
duong su
dung (g/L)

(Cha thich: a, b, ¢, d,: ki hi¢u khac thé hién gia tri cd si khac nhau so véi mite ¥ nghia a =0,05)

Lan tai sir dung tht hai lwong L-lysine thu dugc 32,74 + 0,18g/L cao so véi doi
chung va ba lan tai sir dung con lai. Thong qua ty 18 té bao bj rira troi 29,39 + 1,05%,
chdng tdi nhan thay mat do té bao con lai trong ché pham lan nay c6 xu hudng giam so
Vvé6i 1an tai st dung thir nhat nhung luong L-lysine tao ra ting. Vain dé nay duogc giai
thich 1a do céc té bao trong ché pham & lan tai sir dung thtr hai khdng con trai qua giai
doan sinh truéng va phét trién ma chu yéu trong giai doan nay vi khuan sir dung co
chat cho su sinh tong hop L-lysine nén luong L-lysine tao ra dat ti da va cao so véi
ddi chiing. Luong co chat vi khuan sir dung giam 35,76 + 0,72g/L so véi lan tai sir
dung thir nhat 39,76 + 0,03g/L. Lan tai sir dung tht ba va thir tu lugng L-lysine giam
dan va thap nhat ¢ lan tai st dung tht tu 23,39 + 0,36¢/L, nguyén nhan do ty 18 té bao
bi rira troi ¢ 1an tai str dung nay c6 xu hudng gia ting 53,88 + 1,90% nén s6 luong té
bao con lai trong ché pham c¢6 xu huéng giam, cac té bao nay ciing chuyén héa co chat
V6i lugng twong dwong 1an tai sir dung thu hai va thir ba dé cung cap cho qué trinh
sinh tong hop L-lysine nhung do s6 luong té bao con lai trong ché pham c6 xu hudng
giam nén luong L-lysine tao ra c6 chiéu hudng giam va & mic thap nhat so véi ba lan
tai str dung trudc va so véi ddi chirng 32g/L. Nguyén nhan 1am cho ty 1¢ té bao bi ria
troi ting dan va cao nhat ¢ 1an tai st dung thtr tu 12 do trong khoang thoi gian tai sir
dung, ché pham cb dinh ludn chiu sy tac dong caa méi truong nudi cay: nhiét do, oxy,
téc d6 khudy dao va thanh phan cua céc chit trong méi truong 1am cho ciu tric gel

cua chat mang k-carrageenan kém bén, dé bi v& nén lam ting ty 1¢ té bao bi raa tréi,
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giam sb 1an tai sir dung caa ché pham cé dinh. Theo nguyén tic, ché pham duoc st
dung lai khi hoat tinh san xuat L-lysine cua vi khuan dam bao 6n dinh, luong L-lysine
thu duoc & mdi lan tai sir dung khong c6 su sai khac nhiéu so véi dbi ching, ty 1é té
bao bi rira troi khong vuot quéa 50%. Can cir vao két qua khao sét, ching toi quyét dinh
chi tinh lugng L-lysine ¢ lan tai sir dung thar nhat, tha hai, thir ba vi ¢ ba lan tai sir
dung nay hoat tinh san xuét L-lysine cua vi khuan con tdt, cAu tric chit mang twong
dbi vitng chac, mac du ty 1¢ té bao bi rira tréi van co6 nhung & mac cho phép ta chap
nhan dugc. COn & lan tai st dung tht tu, hoat tinh san xuat L-lysine cua sinh vat giam
manh, ciu tric cia chat mang da bi pha hay trén 50%. Cu thé ty 1¢ té bao bi ria troi ¢
lan tai sir dung nay cao khoang 53,88 + 1,90% dan dén sé luong vi khuan cé mat trong
chat mang thap. Két qua luong L-lysine sai khac nhiéu so vai dbi chang va ba lan tai
str dung con lai. Do d6, chung t6i khong tinh lwong L-lysine thu dugc & l1an tai sir dung
thir tu. Vay ché pham tai sir dung 3 lan dé dam bao hoat tinh sinh vat khong thay doi
S0 Voi ban dau, luong L-lysine thu duoc khoéng c6 sy khac biét so vaoi ddi ching
32g/L. Kha nang tai st dung cua ché pham cb dinh vin con sau lan tai sir dung thir tu
nhung do gii han vé thoi gian nén ching tdi s& dwa vao phan kién nghi dé tiép tuc
theo doi.

Két qua khao sat cho thay luong L-lysine qua ba lan tai st dung khong c6 su

khac biét nhiéu so véi dbi chung. Két qua nay dugc ching t6i thé hién hinh 3.5
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Hinh 3.5. D4 thi biéu dién lugng L-lysine thu nhan tir qua trinh 18n men boi ché
pham cb dinh qua céc lan tai st dung so vai déi ching (té bao tu do)

Két qua cua nghién ctiru cho thdy luong L-lysine trung binh sau ba lan tai sir dung
(31g/L) cao hon so v6i két qua nghién ciu cia Nguyén Thay Huong, Tran Thi Minh
Tam (2009), luong L-lysine tao ra 28g/L va cua Ngd Nam Luan (2012) trén chat mang
alginate la 28,08¢/L.

Tom lgi: lwong L-lysine thu nhdn tir qua trinh 1én men béi ché pham cé dinh
twong dwong so véi doi ching. Qua ba lan tai siz dung ché pham, lirong L-lysine thu
duoe dao dong trong khoang 29,58+ 0,44g/L dén 32,74 + 0,18g/L. Lwong L-lysine cao
nhdt ¢ lan tai siz dung thiz hai 32,74 + 0,18g/L va thap nhdat ¢ lan tai si dung thiz ba
29,58 + 0,449/L.

3.3.1.2.  So sanh luong L-lysine thu dwoc tir 18n men siz dung té bao cé
dinh va sir dung té bao tir do

Qua két qua khao sat, chiing t6i xac dinh khong c6 su khéc biét dang ké vé luong
L-lysine thu dugc tir [8Bn men sir dung té bao tu do va st dung té bao cb dinh. Két qua
dugc chung toi trinh bay ¢ bang 3.9

Bang 3.9. So sanh luong L-lysine thu duoc tir Ién men sir dung té bao ¢6 dinh va six
dung té bao tu do
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Dédituong | Thoigian | Sélantai | Tongsé | Tongsan | Sanlwong | Hiéu suat
[én men tai | sir dung gio lén luong L- L- lysine | L-lysine
sir dung (1an) men lysine | trung binh | (g.L™.h™)
- (gio) (giv) (@.L™ @.L™
Té bao co 32 3 96 93 31 0,969
dinh trén k-
carrageenan
Té bao tu 48 1 48 32 32 0,667
do

Két qua phan tich (bang 3.9) cho thay: thoi gian 1én men tai st dung ché pham 1a
32 gid ngdn hon so vé6i thoi gian 18n men & té bao ty do (48 gio). Piéu nay co thé giai
thich 1a do céc té bao trong ché pham c6 dinh da thich nghi véi méi truong nén khdng
qua giai doan pha lag & mdi 1an tai st dung ché pham, dan dén thoi gian 18n men ché
pham cb dinh sau mdi lan tai sir dung rdt ngan lai so véi 18n men & té bao tu do. Ché
pham cé dinh c6 thé tai sir dung ba lan véi tong thoi gian 18n men 1a 96 gio trong khi
d6 té bao ty do chi st dung 1 1an véi thoi gian 48 gio. Do dugc tai sir dung ba 1an nén
tong luong L-lysine dat 93g/L. Nhung luong L-lysine trung binh thu duoc tir [8n men
tai sir dung té bao cb dinh (31g/L) thap hon té bao tu do (32g/L) va sy sai khac nay
khong c6 ¥ nghia thong ké. Bac biét 1a hiéu suat L-lysine thu dugc tir 18n men st dung
té bao cb dinh (0,969 g.L™".h™) cao hon té bao ty do (0,667 g.L™.h™). Két qua khao sat
da cai thién hiéu suat thu nhan L-lysine bang giai phap sir dung k¥ thuat cé dinh ching
C. glutamicum trén chat mang k-carrageenan.

Viéc sir dung vi khudn cé dinh trén chat mang k-carrageenan con dem lgi nhiéu
wu diém nhw: bdo quan thudn lgi, giagm nhiém céc vi sinh vat tir ngodi vao vi phwong
phap cé dinh té bao co thé tai siz dung cho chu ky 1én men tiép theo ma khong can tach
chdng ra khdi binh 1én men. Phwong phdp nay, gidp han ché chi phi chudn b; giong.
Vdn dé tiép theo 1a chdt mang c6 khd nédng bdo vé vi khuan tranh khéi cdc tic dong
Ciia méi trwong Va tai sir dung ba lan. Tuy nhién, lirong L-lysine thu nhdn chua dwroc
cai thién nhiéu do dé bén cua ché pham cé dinh giam dudi tac dong Ciia méi truong va

thoi gian nudi cdy ddn dén ty 16 té bao rira troi cao.
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3.3.2.  Anh hwéng ciia cdc diéu kién bdo quan ché pham
3.3.2.1.  Anh huong cua dung mdi bdo quan

Céu trac gel thay ddi dan dén sy bién ddi cia mat do té bao trong chat mang khi
tién hanh bao quan ché pham. CAu triic cua gel bén khi c6 mat cia mot s6 ion kim loai
kiém, kiém thé theo thu tw Ca®*> K* >Na* theo nghién ciu cua Ohashi va cs., (1990)
[2, 30]. Do d6 dé bao quan ché pham cé dinh, ching tdi can xac dinh dwoc dung moi
phl hop dé han ché dén muc thap nhat ty ¢ té bao ria troi trong qué trinh bao quan
ché pham cé dinh. Vi vay, ching t6i tién hanh khao sat bao quan ché pham cé dinh
trong cac dung moi KCI, CaCl,, NaCl. Bén canh d6, chung t6i nhan thiy gel cua k-
carrageenan khi bao quan trong dung méi CaCl, cing va dé bj v&, khi b sung thém
ion K* gel rin chic va c6 d6 dan hoi. Nén dung méi CaCl,/KCl dugc ching tdi chon
dé nghién cuau tiép theo. T4t ca cac dung moéi trén dugc ching tdi khao sat dong thoi
véi cac ty Ié nhu sau: dung moi KCI 0,5-1,0% (w/v), dung méi NaCl 0,5 - 0,85 -1,0%
(w/v), dung méi CaCl, 0,5-1,0% (w/v) va hdn hop CaCl, voi KCI véi cac ty 18 khac
nhau nhu CaCl, 0,5%: KCI 0,5% (w/v), CaCl, 0,5%: KCI 1,0% (w/v), CaCl, 1,0%:
KCI 0,5% (w/v), CaCl, 1,0%: KCI 1,0% (w/v) va mau ddi ching 13 dung méi nude cat
da vo trung, dé kiém tra ty 1é té bao song s6t trong ché pham cé dinh sau 72 gio.

Két qua khao sat ching tdi thay, ty 18 té bao séng s6t cao 98,72% (w/v) khi bao
quan ché pham cé dinh trong dung mdi CaCl,/KCI vai ty I¢ CaCl, 0,5% : KCI 0,5%
(W/V) va trong dung mdi nudc cat vo trung ty 1é té bao séng sot trong ché pham 1a thap
nhat 23,04% (w/v) (bang 3.10).

Bang 3.10. Ty Ié té bao sdng s6t trong ché pham & cac dung méi khac nhau

Thi nghiém Dung moi Ty 1¢ té bao sdng sot (%)
1 Nudéc vo trung 23,04 0,172
2 NaCl 0,5% (w/v) 37,63 + 2,99°
3 NaCl 0,85% (w/v) 39,24 + 2,19
4 NaCl 1,0% (w/v) 44,67 £7,54°
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5 KCI 0,5% (w/v) 49,92 +3,51°
6 KCI 1,0% (w/v) 38,23+4,19"
7 CaCl, 0,5% (w/v) 45,97 +3,83°
8 CaCl, 1,0% (w/v) 48,92 +4,77¢
9 CaCly:KCl 0,5%:0,5% (Wi/v) 98,72 +2,18°
10 CaCl,:KCl 0,5%:1,0% (w/v) 77,32 3,99
11 CaCl,:KCl 1,0%:1,0% (w/v) 86,08 +4,65°
12 CaCly:KCl 1,0%:0,5% (wW/v) 80,79 +3,47"

(Chd thich: a, b, ¢, d, e, f, g, h: thé hién gia tri c6 su khac nhau so Vi muzc y nghia o. =0,05)

Ty Ié té bao séng sot trong dung modi nudc cat vo tring 1a thap so véi bon dung
moi con lai vi trong thanh phan cua nuéc cat vo trang khéng cé su hién dién cua cac
ion kim loai kiém va kiém thd nén khi bao quan ché pham, nhitng géc tu do SOz ¢6
trong ciu trdc cua k-carrageenan tang 1én sinh ra lyc day tinh dién lam cau trdc gel lién
két khong chat, kich thudc 16 gel to, té bao dé bj rura tréi trong lGc bao quan 1am giam
ty 18 té bao séng s6t trong ché pham. Phan tich két qua ty 1¢ té bao séng sot trong bon
dung mai con lai, ching tdi c6 mot sé nhan xét sau:

Khi bao quan ché pham trong ba dung méi NaCl, KCI, CaCl,, ching toi nhan
thay ty 1¢ t& bao sdng s6t trong ché pham khi bao quan ¢ dung méi KCI 13 cao hon so
véi hai dung mai con lai. Ty ¢ té bao song sot ting tir 38,23% dén 49,92%. Két qua
nay 1a do do bén cua gel tang 1én khi c6 mat ciia ion K*, trong co ché tao gel ion nay s&
két hop véi goc SO tu do trong cau tric cua k-carrageenan, do d6 1am giam s6 lwong
g6c SO; tu do tao diéu kién cho cac phan tir carrageenan lién két chat véi nhau (vi
khong con chiu anh huéng boi luc day tinh dién do goc SO3 sinh ra) giira cac phan tur
carrageenan, hinh thanh lién két hydro lam ting d6 bén va chic caa cau tric gel. Tuy
nhién khi ndng d6 KCI cao s& 1am gel cang va gion it dan hoi nén gel dé bi v& dudi tac
dong caa thoi gian bao quan. Vi vay ¢ ndng do KCI 1,0%, ty 18 té bao séng sot 38,23%
con nong do KCI 0,5%, ty 1é té bao séng sot 49,92%. Bén canh dung mdi KCI, khi bao

quan ché pham trong dung méi NaCl va CaCl, d6 bén cua gel giam do ion Ca?* lam
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gel cing va gion, con ion Na* 1am gel mém va co lai. Chinh vi vay, ty 1& té bao con lai
trong ché pham khi bao quan trong dung mdi CaCl, thap hon dung méi KCI nhung cao
hon so véi dung mdi NaCl (d6 thi 3.6).
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Hinh 3. 6. D6 thi thé hién ty Ié té bao séng s6t trong ché pham ¢ dinh & cac dung moi
khac nhau

Chii thich: (1): nuéc cat vo trung; (2): NaCl 0,5% (w/v); (3): NaCl 0,85% (w/v); (4): NaCl 1,0%

(w/iv); (5): KCI 0,5% (w/v); (6):KCI 1,0% (w/v); (7): CaCl, 0,5% (w/v); (8): CaCl, 1,0% (w/v); (9):

CaCl,:KCI 0,5%:0,5% (w/v); (10): CaCl,:KCI 0,5%:1,0% (w/v); (11): CaCl,:KCI 1,0%:1,0% (w/v);
(12): CaCl,:KCI 1,0%:0,5% (w/v)

Ty 18 té bao sdng sot cao hon, khi bao quan ché pham trong dung mdi CaCl,/KCl
V6i céc ty 16 nhu di bd tri. Trong dé, ching toi thay ty 16 té bao song sot cao nhat Ia
98,72% khi bao quan ché pham trong dung mdi CaCl, 0,5%: KCI 0,5% (w/v). Vi su
hién dién ddng thoi cua hai ion Ca®* trong mudi CaCl, 0,5% va ion K* trong mubi KCI
0,5% lam cho gel k-carrageenan hinh thanh rin chic, c6 d6 dan hoi theo thoi gian.
Chinh vi vay, khi bao quan ché pham trong dung méi CaCl, 0,5%: KCI 0,5% (w/v), s&
han ché ty Ié thoét bao 1am cho ty 1¢ té bao sbng sot trong ché pham dat cao nhat.

Céu tric gel bi thay d6i khi ndng do mot trong hai ion K* va Ca®* cao hoic ca hai

déu cao do d6 ty 1& té bao séng s6t giam dan & dung moi CaCl,/KCI véi céc ty 1& con
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lai. Vi thé, ching t6i chon dung méi CaCl, 0,5%: KCl 0,5% (w/v) dé bao quan ché
pham ¢ dinh.

Két qua dung mdi phu hgp @ tién hanh bdo quan ché pham cé dinh 14 CaCl,
0,5% : KCI 0,5% (W), tir dung méi tim dwoc chling toi sé tién hanh khdo sdt diéu kién
danh huong tiép theo dén qué trinh bdo quan.

3.3.2.2.  Anh huwong cuia pH dung moi

Sy thay d6i ciia ham lwong ion H*, OH™ dan dén sy thay d6i dién tich mang té
bao, kha ning tham thau ctia mang ddi véi mét sé ion nhat dinh va gay @c ché hoat
dong cua mot s enzym, anh huong dén kha niang chuyén héa co chat va su sinh
truong, phat trién caa té bao trong ché pham cb dinh. Do d6 dé bao quan ché pham ¢
dinh, ching tdi can xac dinh pH téi wu nghia 1a & mic pH nay ty 18 té bao song sot 1a
cao nhat. Vi li do d6, ching t6i tién hanh khao sat dung méi CaCl, 0,5%: KCI 0,5% c6
pH & cac mic 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; va dung dung dich HCI 1N va NH; 25% dé diéu chinh
pH vé cac mic da bd tri. Sau 72 gio nudi cay, ching t6i xac dinh dugc ty ¢ té bao
séng sot trong ché pham cb dinh. Két qua phan tich (bang 3.11) cho thay ty I¢é té bao
séng s6t trong ché pham ting dan 54,24% - 98,78%. Khi dung méi bao quan c6 pH
dao dong trong khoang 5,0 - 8,0.

Bang 3.11. Ty Ié té bao sbng sot trong ché pham cé dinh & cac mac pH khac nhau

pH 5,0 6,0 7.0 8,0

Ty l¢ tébao | 54,24 +2,27% | 78,81+2,38° | 98,78+0,56° 83,12+ 1,2°
séng sot
trong ché

pham sau 72

gid nudi cy

(%)
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(Cha thich: a, b, c: thé hién gia tri 6 si khac nhau so véi mike ¥ nghia o =0,05)

Ty 18 té bao sdng s6t cao nhat 98,78% khi dung mdi bao quan cé (pH =7,0), vi
trong diéu kién pH=7,0 khdng xay ra sy chénh léch dién tich mang nén kha ning tham
thiu cac chit qua mang ciing nhu hoat dong cua enzym dién ra binh thuong, khdng
anh hudéng dén sinh truong va phét trién té bao trong ché pham dan dén ty 18 té bao
sbng st cao. Mic khac, day ciing 1a diéu kién rét thich hop véi dic diém sinh ly cua vi
khuan nén vi khuan phat trién rat tét. Két qua nay phu hop voi nghién ctu caa Tran
Thi Minh Tam (2009), tac gia da khao sat su anh huong cua cdc mac pH khac nhau
dén mat do té bao trong madi trudng nudi cdy. Két qua pH=7,0 cho mat do té bao cao
S0 v&i cdc mac pH khac.

Ty Ié té bao sdng sot thap nhit 54,24% khi méi truong 18n men cang cé nhiéu
ion H" (pH=5,0), diéu nay co thé giai thich do su c6 mat cang nhiéu cuaa ion H* dan
dén sy chénh léch dién tich mang, tc ché hoat dong cia mot sé enzym chuyén hoa co
chat 1am thay d6i kha nang tham thau cac chat qua mang, gay kho khin trong qué trinh
trao doi chét va tac dong 1on dén su sinh truong, phat trién caa vi khuan.

Ty lé té bao sdng sot 83,12% khi pH=8,0, ty 1 nay cao hon so v&i pH dao dong
trong khoang 5,0-6,0, nhung thap hon so v6i pH=7,0, diéu nay c6 thé giai thich do &
muc pH = 8,0, mdi truong khéng cd nhiéu ion H*, nén hoat dong cua enzym, kha ning
tham thau cac chat qua mang khdng bi anh huong nhiéu, thém vao d6 vi khuan co thé
sinh truong va phét trién duoc ¢ pH=8,5 nén trong trudng hop nay ty 1é té bao sdng sét
trong ché pham cé dinh van & muc cao. D6 thi ty 1¢ té bao sdng s6t trong ché pham &

cac mirc pH khéc nhau thé hién nhu sau:
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Hinh 3.7. B4 thi thé hién ty 18 t& bao sdng s6t trong ché pham ¢ cac mirc pH khac nhau

Két qua khi bao qudn ché pham trong dung méi (CaCl, 0,5% : KCI 0,5%) ¢ mirc
pH =7,0, ty I té bao con lai trong ché pham la cao nhdr. Can ci vao két qud nay,
chdng tdi tiép tuc tién hanh khdo sat yéu té danh hwrong tiép theo.

3.3.2.3.  Anh heong cua nhiét dg bao quan

Nhiét d6 bao quan ciing anh hudng 16n dén ty 1é té bao séng sot trong ché pham
¢ dinh. Dé biét dugc ¢ nhiét 6 bao quan nao té bao trong ché pham cb dinh c6 ty 18
séng s6t cao, ching tdi tién hanh thi nghiém khao sat bao quan ché pham c¢é dinh &
nhiét d6 0°C, 4°C, nhiét d6 phong (30°C dén 32°C), v6i muc dich 1a xac dinh ty 18 té
bao séng sot sau 72h trong dung mdi CaCl, 0,5% : KCI 0,5% (w/v) ¢ diéu kién pH cua
dung méi la 7,0.

Két qua phan tich (bang 3.12), ty 1¢ t& bao séng s6t trong ché pham dao dong
trong khoang 54,37+1,53% dén 98,66 +1,06 %.

Bang 3.12. Ty I¢ té bao séng s6t trong ché pham & cac muc nhiét 6 khac nhau

Nhiét 46 (°C) 0°C 4°C 30°C
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Ty letébao | 54,37 +1,53° | 98,66+1,06° | 79,47+1,80°
sbng sot
trong ché

pham sau 72

gid nudi cay

(%)
(Cha thich: a, b, c: thé hién gia tri 6 si khac nhau so véi mite ¥ nghia a =0,05)

Ty I té bao sdng s6t trong ché pham cé dinh thap nhat 54,37 + 1,53% & nhiét do
bao quan 0°C. Nguyén nhan 1a do dung mdi bao quan CaCl,/KCI véi ty 1& (CaCl,: KCI
0,5%: 0,5%) khong phai 1a chat bao vé ché pham cé dinh nén khi bao quan ché pham &
nhiét d6 0°C, té bao bén trong ché pham c6 thé & dang tinh thé da va chét 1am cho mat
do té bao trong ché pham giam sau 72 gio nuéi cdy. O nhiét do phong (30°C dén 32°C)
ty & t& bao séng sot trong ché pham cé dinh sau 72 gio nudi cay 79,47 + 1,80%
nguyén nhan 1a do: day 1a nhiét do rat phu hop véi dic diém sinh ly cua vi khuan nén
vi khuan phét trién tét, qua trinh trao d6i chat dién ra manh din dén canh tranh vé dinh
dudng va su dinh vi. Do d6 lam mat d6 té bao trong ché pham ¢ dinh giam. Hon nira,
day ciing 1a nhiét do rat thich hop cho hoat dong caa nhiéu vi sinh vat c6 hai, nhitng vi
sinh vat nay c6 thé 1am mau bao quan bi nhidém. Chinh nhing i do trén, 1am cho mat
d6 té bao trong ché pham cé dinh giam & mac 79,47 + 1,80%. Ty 1¢é té bao séng sot
trong ché phdm cao nhit 98,66 +1,06% & nhiét dd bao quan 4°C vi & muc nhiét do
nay hoat dong cia enzym ciing nhu moi hoat dong khéc trong té bao van dién ra nhung
v6i te do cham. Hon nira, nhiét do 4°C 1a nhiét do phd hop dé bao quan giéng va con
han ché su xam nhap cua cac vi sinh vat c6 hai, cAu trdc caa gel ran chic hon. Két qua

ty 1é t& bao sbng s6t cao & nhiét do 4°C.
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Hinh 3.8. B4 thi ty ¢ té bao sbng sot trong ché pham & cac mirc nhiét @6 khac nhau
Két qud nay la co sé dé chung toi tién hanh khao sat dnh hweng cua thoi gian
deén ty 1é té bao song sot trong ché pham cé dinh.
3.3.2.4.  Anh huong cua thoi gian bdo quan
Ché pham khi tao ra phai c6 chét luong va bao quan duoc trong thoi gian dai. Dé
tim hiéu khoang thoi gian nao 1a thich hgp cho viéc bao quan ché pham C. glutamicum
trén chat mang k- carrageenan, ching tdi tién hanh khao sat tiép thi nghiém bao quan
ché pham nay trong cac diéu kién tdi vu di néu ¢ trén va b tri & cac thoi diém (7, 10,
14, 30, 60) ngay bao quan, dé xac dinh ty 18 té bao séng sét trong ché pham cé dinh.
Két qua thé hién & bang 3.13.
Bang 3.13. Ty Ié té bao sdng st trong ché pham cé dinh theo thoi gian

Thaoi gian bao quan 7 ngay 10 ngay 14 ngay 30 ngay 60 ngay
(ngay)

Ty 1& té bao sbng sét | 95+1,00* | 93,33+0,58" | 83,00+1,00° | 72+1,00° | 51,13+1,53¢

trong ché pham sau

khoang thoi gian bao
quan (%)

(Cha thich: a, b, ¢, d, e: thé hién gia tr; ¢6 si khac nhau so véi mize y nghia o =0,05)
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Ty 18 té bao séng sot dao dong trong khoang 95 +1,00% dén 51,13+ 1,53% khi
bao quan ché pham tir 7 ngay dén 60 ngay. Ty Ié té bao séng st cao nhat khi bao quan
ché pham duoc 7 ngay 95+ 1,00%, ty Ié té bao rua troi (chét) 1a 5%, tac 14 trong thoi
gian nay cau trac gel bao boc bén ngoai vi khuan van chac nén sé lugng té bao bi ria
troi it va day ciing 1a giai doan dau khi bao quan ché pham nén han ché sy canh canh
vé chat dinh dudng, khdng gian trong chat mang, 1am cho sé té bao chét giam.

Tur bang két qua trén ching téi biéu din ty 18 té bao séng s6t theo thoi gian nhu
sau: thoi gian bao quan cang kéo dai thi ty Ié té bao song sot c6 xu huéng giam tuc ty
1& té bao bi ria troi (chét) co xu hudng ting theo thoi gian. Dic biét khi thoi gian bao
quan ché pham 1a 60 ngay thi ty Ié té bao con lai trong ché pham dat 51,13 + 1,53%.
Li do 13 dudi tac dong cua diéu kién bao quan ciing nhu su thay ddi cua cac thanh

phan trong dung mdi bao quan, 1am cau tric gel long 1éo dan, sé lwong té bao bi ria

tréi cao.
20
=
gﬂ 00 95 9333
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-
= 80 72
=
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=
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S 40
:-r.g
@ 20
-~
H
0

7 10 14 30 60
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Hinh 3.9. D6 thi ty 1¢ té bao séng sot trong ché pham theo thoi gian
Thém vao d6, sy can kiét chat dinh dudng dién ra su canh tranh nén ty 1¢ té bao
chét cao & giai doan nay. Mat khac, trong thoi gian bao quan hoat dong trao doi chat

cua vi khuan van dién ra bén trong chit mang nhung véi tc do cham, két qua cua hoat
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dong nay 1am cho pH dung mai bao quan thay ddi, xuat hién nhiéu ion H lam thay doi
tinh thAm ciia mang gay anh hudng dén sinh trudng, phét trién caa vi khuan.

Song song véi diéu kién bao quan ché pham, thoi gian bao quan ché pham ciing
la yéu té anh huong 16n dén mat do té bao trong ché pham. Trong nghién ctu nay,
diéu kién bao quan ché pham tét nhat 12 ngam ché pham trong dung méi CaCl, 0,5% :
KCI 0,5% (w/v), véi pH cia dung méi 7,0 va nhiét do bao quan 4°C, ching tdi xac
dinh can bao quan ché pham trong vong 7 - 10 ngay dé ty 18 té bao trong ché pham dat
muc cao nhat, tac hoat tinh caa ché pham vin dugc dam bao. Két qua nay so Voi
nghién cttu cia Nguyén Thay Huong va Tran Thi Minh Tam (2014), khi bao quan ché
pham c6 dinh trén chat mang Bacterial cellulose (BC) trong dung méi nuéc vé tring,
pH cua dung mdi 7,0 va nhiét d6 bao quan 4°C thi ty 1& té bao trong ché phim dat
100% trong 10 ngay dau bao quan. Ngay thtr 20, 30, 60 tuong ung 1a 90%, 80% sau
cung 1a 50% [40]. Piéu nay c6 nghia 1a cau tric gel cua k-carrageenan kém bén theo
thoi gian so véi chat mang Bacterial cellulose (BC). Pé nang cao do bén cua chat
mang ciing nhu kéo dai thoi gian bao quan ché pham chiing ta can cai tién cau tric gel
cua chat mang k- carrageenan hoic st dung phtc chit mang dé khac phuc tinh kém
bén cua cau tric gel k-carrageenan.

Qua két qud khao sat anh hueng cia cde diéu kién bao quan dén ty 16 té bao
song st trong ché phdm, cho thdy ty 1é té bao song trong ché pham dat téi da khi ché
pham dwoc bao quan trong dung méi CaCl,/KCI véi ty Ié CaCl, 0,5% : KCI 0,5%
(w/v); pH cia dung mdi 1a 7,0 va nhiét dg bao qudn 1a 4°C. O diéu kién nay, ching ta
c6 thé bao quan ché pham cé dinh 60 ngay vdi ty 1é té bao séng sot trong ché pham
51,13%. Ty ¢ té bao song sot dat 83% khi bao quan ché pham cé dinh trong khodng
14 ngay. Két qua khdo sdt giiip nguoi sir dung ché pham bao qudn cé thé xde dinh
dwroc lwong ché pham can bé sung dé dam bdo ty 1¢ té bao séng st trong ché pham

cao nhdt nham ddp 1ng cho muc dich nghién ciu.



67

KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN

- Bang phuong phap quy hoach thuc nghiém, chung t6i da xac dinh dugc cac yéu
t6 khong anh huong dén hiéu suat ¢ dinh té bao nhu: khéi luong chat mang, nhiét do
hinh thanh gel, thoi gian hinh thanh gel, toc d6 lac, thoi gian ran gel, cac yéu té nay
duoc gitr & mac gié trj trung tdm. Dang thoi, chung t6i cling tim ra duoc théng sb toi
wu cta hai yéu to anh huéng dén hiéu suat cé dinh khao séat la: giong bd sung vao
58,58 triéu té bao/mL va nong d6 KCI 0,58 mol/L, hiéu suét c6 dinh dat 91,6%.

Thir nghiém tao ché pham k-carrageenan va sir dung ché pham nay dé 1én men
thu nhan L-lysine. Két qua thu dlwong L-lysine dao dong khoang 29,58+ 0,44 g/L dén
32,74 + 0,18 g/L trong ba lan tai s dung. Pac biét 1a hiéu suat L-lysine thu duoc tir
lén men sir dung té bao ¢ dinh (0,969 g.L™.h™) cao hon té bao tu do (0,667 g.L ™ .h™).
Két qua khao sat da cai thién hiéu suat thu nhan L-lysine bang giai phéap sir dung ky
thuat ¢ dinh chang C. glutamicum trén chat mang k-carrageenan.

Khao sat cac diéu kién bao quan anh huong dén ty 1¢ té bao séng sot trong ché
pham: trong diéu kién dung mdi CaCl,/KCI véi CaCl, 0,5%: KCI 0,5% (w/v), pH cua
dung méi CaCl,/KCI la 7,0 va nhiét do bao quan 4°C, thi thai gian bao quan ché phdm
la 60 ngay véi ty 18 té bao séng sot trong ché pham dat 51,13%. Ty 1& té bao song s6t
dat 83% khi bao quan ché pham cé dinh trong khoang 14 ngay. Két qua khao st gidp
ngudi st dung ché pham bao quan c6 thé xac dinh duge lwgng ché pham can bé sung,
dé dam bao ty 1¢ té bao song sot trong ché pham cao nhat nham dap (ng cho muc dich
nghién cuu.

KIEN NGHI

- Khao sat kha ning tai tao ciu tric caa ché pham cé dinh khi ngdm ché pham
trong dung méi CaCl,/KCl sau mdi chu ky 1én men so voi khdng ngam ché pham
trong dung méi CaCl,/KCI.

- Bé giam ty 18 thoét bao can két hop véi cac phac chat mang khac.
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- Lap lai thi nghiém va tiép tuc tai st dung ché pham & cac lan tiép theo dé xéc
dinh 1& hon vé ty 1¢ té bao rira trdi va sé lan tai sa dung ché pham.

- Phuc héi lai ché pham.

- Sir dyng ché pham bao quan dé 18n men thu nhan L-lysine va danh gia chat

lugng caa ché pham cb dinh.
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PHU LUC 1. CACH DUNG DUONG CHUAN L-LYSINE

Chuan bi mau phan tich L-lysine theo bang bé tri sau:

Khéi luong Mau kiém tra Nudc Ki hiéu
(9/L) (mL)
50 29 Lysine 40 A
40 8mL A 2 B
30 6mL A 4 C
25 5mL A 5 D
20 dmL A 6 E
15 3mL A 7 F
10 2mL A 8 G
5 ImL A 9 H
0 OmL A 10 |

Chu thich: A, B, C, D, E, F, G, H, | lan Lot 12 ki hiéu tén cac mau ing véi khéi leong diroc bo
tri trong bang

Hut 202 mau tron hoan toan véi 0,66mL cua dung dich A va 0,37mL dung dich
B. Tron & nhiét dd 100°C khoang 20 phit, sau d6 1am lanh duéi voi nuée. Tiép theo bd
sung 4mL DMSO (Dimethyl sulfoxide), 6mL nudc cat va vortex mau. Mau dbi chung
cach 1am twong ti nhung thay maiu bang nudc cat 2 lan. Pem miu do & budc séng
470nm. Xay dung duong chuan va xac dinh ham sb y = f(x), véi y 12 OD 470nm, x la

khéi lugng L-lysine (g/L).



khéi lwong L-lysine (g/L)

L- lysine

y =0.455x+ 0,039

2

0.00025 R*=0.947922

0.0002

L 2
0.00015 >
L 2 )
0.0001 7 ¢ lysine
——Linear (lysine)
0.00005
0 " T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8

oD




PHU LUC 2. CACH DUNG PUONG CHUAN PUONG KHU

Pha ché dung dich

Cho 300g muéi sodium potassium tartrate pha trong 500 mL nudc cat duoc dung
dich A.Tiép d6 can 10g DNS pha trong 200mL NaOH 2N. Tron A va B ddng thoi b
sung thém nugc cat cho vira du 1 lit.

Dung d6 thi duong chuan glucose

Can 1g D-glucose pha trong 200mL nuéc cat goi dung dich tao thanh 1a dung
dich A.

Lan lugt dinh mac 50mL nudc cat vao 5 binh bi danh sé theo thir tu tir 1-5. Sau
d6 bd sung lan lwot 1mL, 2mL, 3mL, 4mL, 5mL tir dung dich A vao cac binh duoc
danh sd theo thir tu. Cudi cing 1a lic déu mau va lay 3mL tir mdi binh bi cho vao 5 éng
nghiém bd sung thém 1mL DNS, vortexva bit kin mau dem dun 100°C véi thoi gian 5
phat. Sau d6 1am lanh t6i & nhiét 6 phong. Mau dbi chimg cach lam ciing tuong tir
nhung thay mau bang nudéc cat hai 1an. Tién hanh do do hap phu mau & budc song
560nm. Xay dung duong chuin va xac dinh ham sé y = f(x), véi y 1a OD 560nm, x la

khi lwong duong (g/L).

. Duong sot

— —

E 0.0006 y =0.00059x + 0.00002

o R? =0.99499

£ 0.0005

3

E, 0.0004

5 0.0003 . .

% ¢ dudng soét

£ 0.0002 . R .

= ——Linear (duwdng sot)
0.0001




PHU LUC 3. SU THAY POI PUONG, L-LYSINE, MAT PQ TE BAO THEO

THOI GIAN LEN MEN O TE BAO TU DO

Mat do té bao

Thoi | Duong | - lysine ; Mat do t€ bao

gian (h) (g/L) (g/L) (Te bao /mL) (ty t€ bao /L)

0 59,1 5 460,000 0,46

2 57,2 6 870,000 0,87

4 55,4 11 1,505,000 1,505

5 52,0 13 2,100,000 2,1

6 510 15 5,900,000 59

8 48,7 16 19,100,000 19,1

12 47,6 19 48,000,000 48

16 43,3 22 226,000,000 226

20 31,3 26 1,380,000,000 1,380

24 25,5 30 1,300,000,000 1,300

28 19,9 31 1,280,000,000 1,280

32 16,8 32 1,320,000,000 1,320

36 15,2 33 X X

40 15,0 33,5 X X

44 12,7 33,8 X X

48 10,9 34 320,000,000 320

x: bi nhiém




PHU LUC 4. PANH GIA SU RUA TROI CHE PHAM CO PINH

S6 1an tai Ty 18 té bao bi rira troi
su dung (%)
Gia tri trung binh
Lin1 | Ldn2 | Lan3 | Lan4 | Lin5
1
12,89 | 14,78 | 12,62 | 13,14 | 12,30 13,15+2,01°
2
2562 | 29,93 | 32,08 | 29,93 | 29,39 29,39 +1,05°
3
3592 | 31,50 | 37,03 | 46,42 | 37,72 37,72 £2,43°
4 5058 | 5717 | x x |5388 53,88 +1,90

: Khéng tiép tuc tai siz dung




PHU LUC 5. PANH GIA SAN PHAM LEN MEN CUA CHE PHAM CO PINH

S6 lan oD
t4i sir Pha loang
dung (l4n)
Lan1 Lan 2 Lan 3
1 150 0,364 0,369 0,37
2 150 0,397 0,393 0,392
3 150 0,347 0,349 0,347
4 150 0,258 0,256 0,257
S lan tai Luong L-lysine (g/L)
str dyng Lanl Lan 2 Lan 3 Gia tri trung binh
1 30,693 31,03425 31,1025 30,94+0,22°
2 32,94525 32,67225 32,604 32,7410,18°
3 29,53275 29,66925 29,53275 29,58+0,44°
4 23,4585 23,322 23,39025 23,39+0,36°

(Cha thich: a, b: ki higu khac thé hi¢n gia tri co sy khac nhau so vdi mize y nghia a =0,05)




PHU LUC 6. PANH GIA KHA NANG SU DUNG CO CHAT CUA CHE PHAM

CO PINH
Sé Luong duong con lai (g/L)
lan
tAi st Gié tri
dung Lan 1 Lan 2 Lan 3 trung binh
1 10,26 10,2 10,26 10,2440,03°
2 14,94 14,28 13,5 14,2440,72°
3 14,76 14,7 14,64 14,740,06°
4 | 1476 14,82 14,64 14,74+0,09°
S 1an tai st Puong st dung (g/L)
dung Lan 1 Lan 2 Lan 3 Gia tri trung binh
1 39,74 39,8 39,74 39,76+0,03°
2 35,06 35,72 36,5 35,7640,72"
3 35,24 35,3 35,36 35,340,06
4 35,24 35,18 35,36 35,3+0,09"

(Ch thich: a, b: ki hiéu khac thé hién gia tri c6 sw khac nhau so véi mite ¥ nghia a =0,05)



PHU LUC 7. HINH ANH CUA CHE PHAM CO PINH
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