TUYEN CHON VA KHAO SAT PIEU KIEN NUOI CAY VI
KHUAN KY KHI CO KHA NANG THUY PHAN ROM

T6 Thi Ngoc Anh

TOM TAT

14 dong vi khudn ky khi phan 1dp tir da co bé dwoc dem khdo sat hogt tinh trén
méi trwong Delafield cdi tién, sir dung bét rom lam co chat. Két qua chon dong cho
thdy vi khudan 43 cho dwong kinh vong tron thiy phan Ién nhat (13,0mm) trén moi
trweong nhugm Congo-Red. Dong 43 1a vi khudn gram am, cdu déi, di déng va sinh
truong trong khoang pH réng 5,0-10,0, nhiét do 25-40°C. Tai pH 6,0, nhiét @6 30°C,
thoi gian # 5 ngay, dong 43 cho hoat dé thiy phdn rom cao nhat véi ham heong
protein sinh ra 0,10mg/ml va dwong khe sinh ra 0,046ug/ml.

Tw khoa: da co bo, dwong khut, ky khi, thiy phan, rom.

1. PAT VAN PE

Poéng bang Séng Ciru Long (PBSCL) 1a ving san xuat lda trong diém cua ca
nudc, véi dién tich trong lda chi chiém 12,1% nhung san luong lda chiém 51,5% va
cung cip hon 90% luong xuat khau caa ca nuéc. Tuong duong voi lugng lda gao thi
lugng rom phat sinh 1a rat Ién. Udc tinh lwong rom phét sinh nam 2011 cua toan ving
PBSCL 1a 26,23 triéu tin, trong cac dia phuong khao sat thi nhiéu nhat 1a tinh An
Giang (4,78 triéu tan) va thap nhat 1a Can Tho (1,68 triéu tan) (Tong cuc Théng keé,
2011). Khuynh huéng st dung rom hién nay cua cac ndng ho la: dbt rom trén dong,
vui trong dat, tréng ném, ban chin nudi va cho rom. Theo bdo cdo cua Tran S§¥ Nam
(2014), hau nhu tit ca nguoi dan déu c6 khuynh huéng lva chon bién phap dot rom
trén dong rudng cho cac nam tiép theo: 98,75% (vu Pong Xuan), 96,5% (vu Hé Thu)
va 91,25% (vu Thu Pong). Dot rom ra trén dong rudng chi tai tao dugc mot phan chat
dinh dudng v6 co cho dit, nhung lai thic day rua troi chat dinh dudng trong dat va
1am “chai dat”. Hon nira, dot rom trén cac dién tich Ié6n DPBSCL s& anh huong lén dén
moi trudng dat, nude va khdng khi, anh huong téi sic khoe con nguoi, gép phan lam
gia ting bién d6i khi hau (IPCC, 2007; Gadde et al., 2009) va gy ldng phi nguon tai
nguyén sinh khéi nay (Ngé Thi Thanh Tric, 2005). Do d6, nghién cttu xir Iy rom ra



sau thu hoach 1a mot van dé& cap thiét, dac biét trong thoi diém PBSCL dang ganh
chiu nhitng tac hai ning né cua bién d6i khi hau (Poan Thi Thu, 2014).

Cellulase 1a nhém enzyme xdc tac phan wng cat dat lién két p 1-4 glucoside
trong mach phan tu cellulose, duoc ¢ng dung trong nhiéu linh vuc nhu xir ly phé
pham ndng nghiép, trong cac nganh céng nghiép nhu trong san xuat bia, chat tay, dét,
gidy, thuc pham, nhién lidu sinh hoc va ca trong y dugc...(Kirk et al., 2002), (Cherry
va Fidantsef, 2003). Cellulase dwoc sinh ra bai nam, vi khuan, déng vat nguyén sinh,
thuc vat va dong vat. Nhiéu nghién cau cho thay nim soi ¢6 kha ning phan huy rat tét
cac cellulase ty nhién, tuy nhién, vi khuan c6 toc do sinh trudong cao hon ndm nén cé
tiém nang 16n duoc dung trong san xuat cellulase.

DPong vat nhai lai c6 kha nang tiéu hoa thirc dn c6 thanh phan cellulose nho mot
hé vi sinh vat rat phong phu, da dang cong sinh trong da cé: nam, vi khuan va nguyén
sinh vat. Trong d6, ndm va vi khuan dong gop 80% trong su tiéu hda thirc an ¢ da co,
nguyén sinh vat chi chiém 20% (Dijkstra va Tamminga, 1995). Nghién ciru ciia Cheng
va cong su (1991), Forsberg va Cheng (1992) chi ra Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus flavefaciens va Ruminococcus albus 1a nhitng vi khuan c6 vai trd chinh
trong phan giai t& bao thuc vat trong da c6. Mot s nghién ciu chi ra ring enzyme
duoc sinh ra boi cac chung Pseudomonas aeruginosa, Bacillus, Penicillium,
Aspergillus, Mucor va Fusarium sp., phan 1ap tir da c6 bo, ctru va dé co thé ang dung
trong phan giai switchgrass, mot nguon nhién liéu tai tao méi. Nghién cau cua
Krushna Chandra Das va Wensheng Qi (2012) cho thay vi khuan Butrivibrio
fibrisolvens, Streptococcus sp., va Clostidium aminophilum phan lap tr dich da co gia
stic ¢6 thé sinh cellulase hoat tinh cao.

Tir nhitng tién dé va co s& trén cho thiy duoc tiém ning to 16n cua viéc sir dung
vi khuan phan 1ap tir da co bo phan giai rom ra sau thu hoach dé san xuét cellulase.
Bién phap nay khong chi nghién ctiru huéng xu Iy ngudn rom thai bé ma con tan dung
ngudn tai nguyén sinh khdi dbi dao ¢ PBSCL, dem lai hiéu qua kinh té.

Muc tiéu dé tai: tuyén chon duoc dong vi khuan phan lap tir da co bo c6 kha
ning thiy phan rom hiéu qua cao. Nhitng yéu té anh huong dén sinh trueéng cua vi
khuan va kha nang thily phan rom déu duoc tién hanh nghién cuu.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP



2.1. Vat ligu

Rom: Mau rom thu duoc tai huyén Co do, quan O Mén, thanh phé Can Tho.
Rom duoc xu 1y rira sach chat ban, say khé va nghién thanh bot min dé lam co chat
nudi vi khuan.

Nguén vi khudn: 14 dong vi khuan ky khi phan 1ap tir da c6 trau bo, dugce danh
s6 30, 31, 32, 33, 36, 37, 38, 39, 42, 43, 49, 50, 51, 52. Vi khuan duoc trir bang
glycerol 20%, nhiét do -20°C, tai phong thi nghiém Sinh hoa, Vién Nghién citu va
Phat trién Cong nghé Sinh hoc, truong Pai hoc Can Tho.

2.2. Phuwong phap nudi cay vi khuan Ky, khi

Cay vi khuan trén méi truong thach Delafield (2002) cai tién, thanh phan 5g/l
CMC (Carboxymethyl Cellulose), 1g/l (NH,4),SO4, 19/l K,HPO,, 0,59/ MgSO,4.7H,0,
0,001g/I NaCl. Vi khuan duoc  trong binh hit 4m bén trong c6 dat mot ngon lia dén
cay dé loai bo hoan toan oxy trong binh, tai nhiét 6 phong, trong 2 ngay. Cay chuyén
vi khuan qua nhiéu lan cho dén khi thu nhan duoc ting dong vi khuan thuan nhat.
Tién hanh md ta hinh thai khuan lac, nhuém Gram, quan séat hinh dang va chuyén
dong caa vi khuan,

2.3. Xac dinh kha niing thiiy phan rom cia 14 dong vi khuan

Thir kha nang thuy phan rom caa 14 dong vi khuan phan 1ap. Thi nghiém duoc
bé tri hoan toan ngau nhién, lap lai 3 1an cho mdi dong vi khuan. Cay vi khuan sang
dich moi trudong Delafield (2002) cai tién bd sung 0,5% bot rom va dé on dinh tai
nhiét do phong trong 2 ngay. Cay vi khuan sang moéi truong agar Delafield 0,5% bot
rom, U trong 5 ngay, nhiét do phong. Sau do, cac dia petri dugc véi nhuom Congo Red
dé danh gia kha ning thiy phan cellulose c6 trong rom cua cac dong vi khuan ky khi
thong qua d6 16n cua duong kinh vong tron thuy phan. Viéc kiém tra hoat tinh
cellulase bang viéc do duong kinh vong tron thily phan dugc tién hanh theo phuong
phap da miéu ta boi Laurent et al. (2000).

2.4. Khao sat c4c yéu té6 anh hwéng dén dong vi khuan tuyén chon dwoc

2.4.1. pH va nhiét do

Ther nghiém sy twong tac cua nhiét do va pH dén sy phat trién caa dong vi khuan
tuyén chon va hiéu suat thay phan rom. Tién hanh bd tri hoan toan ngau nhién, 2 nhan

t6, 1ap lai 3 1an cho dong vi khuan tuyén chon. Cay vi khuan trén mdi truong agar



0,5% bot rom, pH méi trudng 4,0-11,0. pH duoc diéu chinh bang dung dich NaOH
5M va HCI 6M. U dia petri tai diéu kién nhiét d6 25-50°C, trong 5 ngay va tién hanh
so sanh dudng kinh dudng tron thuy phan dé xac dinh pH va nhiét do thich hop.

2.4.2. Thoi gian nudi cay

Thir nghiém anh huong thoi gian nudi cdy dén su phét trién ciia dong vi khuan
trén rom dé dat dugc hiéu qua thuy phan cao nhat. Tién hanh thi nghiém trong thoi
gian 7 ngay, 3 lan lap lai cho dong vi khuan khao sat. Vi khuan duoc nudi trong 24
6ng falcon 50ml méi trudng Delafield (2002) cai tién bot rom 0,5%. Sau mdi ngay lay
ra 3 6ng dé do mat s6 vi khuan, ham luong protein va dudng kht sinh ra va hoat tinh
CMCase.

2.4.3. Bo tri thi nghiém va phan tich théng ké

Tat ca s6 liéu thu duoc trong dé tai dugc phan tich thong k& ANOVA (Analysis
of Variance) duéi bd tri thi nghiém hoan toan ngau nhién CRD (Completely
Randomized Design). Tt ca thi nghiém duoc lap lai 3 1an. Gia trj trung binh duoc so
sanh bang viéc kiém tra thong ké khac biét c6 y nghia LSDT (Least Significant
Difference Test) bang phan mém Statgraphic version 3.0.

3. KET QUA VA BIEN LUAN

3.1. Khao sat dic tinh sinh hoc ciia 14 dong vi khuan.

Mudi bbn dong vi khuan phan 1ap 1a cau khuan Gram am, két thanh chudi (két
dam), bat cap hoic riéng 1¢, da sé cac dong c6 kha ning chuyén dong ngoai trir ba
dong 30, 32, 39, 42. Trén mdi truong thach, khuan lac c6 ba dang: tring sira, vang
cam va vang nhat, bé mat khuan lac nhay, riéng dong dong 39 c6 dang san cting. Két

qua khao sat dugc thé hién trong Hinh 1 va Bang 1.

Cau — gram am Cau doi— gram am Két dam — gram am

Hinh 1. Hinh thai vi khuan



Bang 1. Hinh thai khuan lac cia 14 dong vi khuan phan lap

STT Vi khuén B& miit Do nbi Mau sic khuén lac
1 30 Nhay Lai Triing sira
2 31 Nhay Mb Triing sira
3 32 Nhay Lai Tréng sira
4 33 Nhay Lai Vang nhat
5 36 Nhay Lai Vang cam
6 37 Nhay Lai Triing sira
7 38 Nhay Lai Tring sira
8 39 Sin cimg Lai Tring sira
9 42 Nhay Lai Vang cam
10 43 Nhay Lai Vang nhat
11 44 Nhay Lai Tring sira
12 49 Nhay Mad Vang nhat
13 51 Nhay Lai Triing sira
14 52 Nhay Lai Tring sira

3.2. Tuyén chen dong vi khuan ky, khi c6 kha ning thily phian rom cao
Mudi bbn dong vi khuan déu
tao dugc duong tron thuy phén
trén méi truong CMC 1% c6 bo
sung Congo red Ind, cho thay 14

dong vi khuan phan lap déu co

kha ning sinh cellulase dé sir dung
cellulose (V6 Chi buc, 2010). Hinh 2. Puong kinh dwong tron thay phan cia 2
Tuy nhién, khi thir nghiém trén dong 51 va 43 sau 5 ngay .

moi truong thach rom, chi cd hai dong 43 va 51 tao duoc duong tron thay phan (Hinh
2).

Puong tron thuy phén cia dong 51 ¢6 duwong kinh 23,00mm. Buong kinh duong
tron thay phan cua dong 43 & ba lan lap lai 1a 13,00, 12,00 va 14,00mm. Két qua
thong ké cho thay khdng cé su khéc biét ¥ nghia & 5% duong kinh duong tron thay
phan cua hai dong 43 va 51. Tuy nhién, dong 51 chi tao dugc 1 duong tron thay phan
& thi nghiém 3 1an 13p lai, kém 6n dinh hon so v&i dong 43. Do d6, dong 43 duoc chon
dé khao sat & cac thi nghiém tiép theo.

3.3. Khao sat c&c yéu té anh hwéng dén sy phéat trién caa dong vi khuan 43

pH va nhiét do



pH va nhiét d6 1a mot trong nhitng nhan té quan trong anh hudng dén téc do tang
truéng cua vi khuan va hoat tinh cellulase. Biéu dd 1 cho thiay dong 43 khong tao
duong tron thuy phan sau 5 ngay u trén méi truong pH 4,0 va 11,0. Tai pH 10,0,
duong tron thay phan khdng xuit hién & cac nhiét do 1 25, 25 va 50°C. Kha ning thay
phan rom cua vi khuén ting tai pH 5,0, 6,0 va giam trong khoang pH 7,0-10,0.

Vé su anh huong cua nhiét do, sy thay doi duong kinh thuy phan ciing tuong tu
nhu véi anh hudong caa gia tri pH. Gia tri trung binh duong kinh vong tron thay phan
dat cao nhat tai nhiét d6 30°C sau d6 giam dan & cac nhiét @6 con lai véi moi gié tri
pH thay doi.

Tom lai, két qua thi nghiém da chi ra rang c6 su anh hudng tuwong tac giita nhan
t6 pH va nhiét do dén kha nang sinh tong hop cellulase cua dong vi khuan 52. Gia tri
pH 6,0 va nhiét do la 30°C (ing véi duong kinh duong tron thuy phan 26,33mm) dugc

chon bé tri cho céac thi nghiém khao sét tiép theo.
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Biéu @6 1. Anh hwéng pH va nhiét d9 dén dwong kinh dwong tron thiy phan caa

dong vi khuan 43

Anh huéng thei gian nudi cay

Két qua nghién ciu cho thay dong vi khuan 43 tang truong cham (Biéu db 2a).
Giai doan tiém phét kéo dai trong 2 ngay, mat sé vi khuan giam tir 4,5x10° CFU/m
(ngay 0) con 3x10° CFU/mI (ngay 2). Tai ngay 3, vi khuin budc vao giai doan pha chi
s6, mat s6 vi khuén ting 1én 2x10° CFU/ml va dat duoc cao nhét 4,5x10" CFU/m
(ngay 4). Mat sb vi khuin giam nhe trong ngay 5 2,8x10*°CFU/mI. Luong duong khir
sinh ra va hoat tinh CMCase tai ngay 1, 2, 3 do dugc bang 0 (Biéu db 2b, ¢). Ham



luong duong khir va hoat tinh CMCase tang tuyén tinh tai ngay 4, 5 va dat duoc gia tri
cao nhét tai ngay 5 0,054pg/ml, 0,006 U/ml. Tai ngay 6, 7, vi khuan buéc vao pha suy
vong, mat s6 vi khuan, ham luong duong khir sinh ra va hoat tinh CMCase do duoc
giam manh (Biéu d6 2a, b).

Tai ngay 5, mat sb vi khuéan dat 2,8x10™ CFU/ml thip hon ngay 4; tuy nhién,
ham luong dudng khi sinh ra va hoat tinh CMCase dat cao nhat 0,054ug/ml va 0,006
U/ml. Do d6, thoi gian u thich hop cho hiéu suét thuy phan rom cao nhét caa dong 43

la 5 ngay.

Thaoi gian (ngay)

Biéu d6 2a. Pwong cong ting truéng ciaa dong vi khuan 43
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Biéu d6 2b. Lwong dwong khir sinh ra theo thoi gian

4. KET LUAN VA PE NGHI

4.1. Két luan

Trong 14 dong vi khuan Ky khi khao sat, dé tai da chon dugc dong vi khuan 43
c6 kha ning sinh cellulase cao nhat trén méi trudong rom. Viéc sinh enzyme cellulase

cua dong 43 12 tt nhat tai diéu kién nhiét d6 30°C, pH 6,0 véi thoi gian @ 1a 5 ngay.



4.2. Pé nghi
Tién hanh dinh danh dong vi khuan 43. Khao st cac nhan té anh hudng dén hiéu
qua thaly phan rom cua vi khuan: phwong phap xir Iy rom, ndong d6 rom, mat do vi
khuan ban dau dé 1am co sé tién hanh tach chiét va tinh sach enzyme cellulase.
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