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BAO CAO KET QUA TU PANH GIA
PE TAI KHOA HQC VA CONG NGHE SINH VIEN 2022
I. Thong tin chung vé dé tai:
1. Tén dé tai: Nghién cau tong hop P-glucan tir cac chang nim men
(Saccharomyces cerevisiae)

2. Muc tiéu dé tai: Nghién ctu tuyén chon céc chiang nam men (Saccharomyces
cerevisiae) va xac dinh dugc cac diéu kién anh huong dén qué trinh nudi ciy, 1én men
dé tong hop p-glucan.

3. Chu nhiém dé tai: Dinh V3 Ta Anh

4. Gido vién hwong dan: ThS. Nguyén Khoa Trudng

5. Tong kinh phi thwe hién: 5.000.000 VND (Bang chir: nim triéu dong).

6. Thoi gian thuc hién:

Bit dau: thang 11 ndm 2021
Két thuc: thang 05 nim 2022

7. Danh sdch thanh vién chinh thuwe hién dé tai néu trén gom:

STT Ho va tén Mi s6 SV Lép/ Khoa
1 Nguyén Thi Nhu Ha 1812583 CSK42 — Khoa Sinh hoc
2 Duong Thi Cam Vén 1910236 CSK43 — Khoa Sinh hoc
3 Vi Trung Duy 1911274 CSK43 — Khoa Sinh hoc
4 Tran Thi Tuong Van 2011319 SHK44CLC — Khoa Sinh Hoc
5 Pinh V6 Tu Anh 2012325 SHK44CLC — Khoa Sinh Hoc




I1. N§i dung tw danh gia vé két qua thwe hién dé tai:

1. Vé sin phim khoa hoc:

1.1. Danh myc san phdam da hoan thanh:
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Minh chung;:

- Bot B-glucan thé tir ching nam men S. cerevisiae (ki hiéu B2).




1.2. Danh myc san pham khoa hoc du kién irng dung, chuyén giao (néu cd):

, Thoi gian dwe | Co quan dw kién o
STT Tén sdn pham ) Ghi cha
kién irng dung ung dung

Bang s6 liéu cac diéu kién
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. nam 2022
chung nam men Lat

Saccharomyces cerevisiae

1.3. Danh muc san phcfm khoa hoc da dvoc ung dung (néu co):

Thoi gian ,
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STT Tén san pham du Kién Ghi cha
ung dung
ung dung
Bot B-glucan tho tur chang Khoa Sinh hoc -
, Tur thang 6
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cerevisiae (ki hi¢u B2) Lat.

2. Vé nhitng déng gép mdi ciia dé tai:

Pé tai dd 1am da dang hoa ngudn nguyén liéu tir chiung nAm men S. cerevisiae dé
tong hop B-glucan, tién hanh san xuat p-glucan trén hé thong Bioreactor dé san xuét trén
quy mé 16n va tach chiét p-glucan bang phwong phap sinh hoc nham tao ra nguén p-
glucan véi chi phi san xuét thap, da dang hoa thém nguon san xuit va myc dich st dung
B-glucan cho nguai ti€u dung.

3. Vé hiéu qud ciia dé tai:

3.1. Hiéu qud kinh té

Viéc khao sat cac diéu kién nhan nudi sinh khéi ndm men Saccharomyces
cerevisiae c6 kha niang sinh tong hop B-glucan. Tir d6 nang cao ngudn nguyén liéu va
da dang hoa san pham B-glucan tir nAm men mang lai gia tri kinh té, phuc vu cho céc
linh vuc ndng nghiép, thuc pham.

3.2. Hiéu qua xa hoi



Gop phan 1am han ché 6 nhiém méi trudng do str dung cac phwong phap hoa 1y.
Da dang hoa thém ngudn ndm men ty nhién, mang lai ¥ nghia khoa hoc ciing nhu thuc
tién.
III. Ty danh gia, xép loai két qua thue hién dé tai

1. Vé tién d¢ thwe hign: (danh ddu~ vao 6 twong vmg):

- Nop ho so diing han O
- Nop chdm tir trén 30 ngdy dén 06 thing O
- Ngp ho so chdm trén 06 thdng O

2. Vé két qud thwc hién dé tai:

- Xudt sdc [

- Pat O

- Khong dat L
Giai thich 1y do:

- Pé tai da thyc hién ding 03 ndi dung da dang ky trong thuyét minh dé tai va dap
ung dugc muc tiéu cua dé tai.

Cam doan noi dung cua bao cao la trung thuc; Chu nhiém va cac thanh vién tham

gia thuc hién dé tai khong str dung két qua nghién ctru ctia ngudi khéc trai v6i quy dinh

cua phap luat.

CHU NHIEM PE TAI GIAO VIEN HUONG DAN
P R / 3 ._r"
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Dinh V5 Ta Anh Nguyén Khoa Truong



LOI CAM POAN

Chung t61 xin cam doan nghién ctru nay 1a do chung t6i thuc hién tai Phong thi
nghiém Cong nghé Vi sinh, truong Pai hoc Da Lat. Nhitng hinh anh, két qua, s liéu
chua dugc cong bd trén bat ky tai liéu nao.

Chung t6i xin chiu trach nhiém véi 161 cam doan nay.

Da Lat, ngay 20 thang 05 nam 2022

Nhom nghién cuou

DPinh V6 Tu Anh



LOI CAM ON

Dé hoan thanh dé tai nay khong chi biang cb ging va nd luc caa ban than ching
t6i ma con bang sy day dd tan tinh cua thay c6, sy gitp d& cac anh chi, ban bé da ludn
ting ho, dong vién va gitip d& chung toi trong qué trinh nghién ciru, hoc tap. La chd dua
tinh than, 12 déng luc va muc tiéu dé chung toi hoc tap va hoan thién tot dé tai, ching
t6i xin giri 101 cam on sau sic dén:

Thay Nguyén Khoa Trudng, ngudi di dong hanh, hd tro va gitp d& chung toi
trong qué hoc tap, nghién ciru, dic biét trong thoi gian chung toi thyc hién dé tai nghién
ctru khoa hoc “Nghién ciru tong hop S-glucan tir cdc ching ndm men (Saccharomyces
cerevisiae) .

Cung tat ca cac thiy ¢ 1a giang vién Truong Dai hoc Pa Lat, 1 nhitng nguoi da
tan tinh giup 4o, tao diéu kién dé sinh vién co thé thuc hién cac dé tai nghién ctru cia
minh.

Trong qua trinh nghién ctru chung t6i khong thé tranh khéi nhitng thiéu sot. Vi
vay chiing t6i rat mong nhan duoc sy gdp ¥ cua quy thiy co va nhitng dinh huéng phat
trién dé tai.

Xin chan thanh cam onl

Nhom nghién ctru

Vi
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Mdu 1. Thong tin két qud nghién ciu ciia dé tai
TRUONG DAl HOC PA LAT

THONG TIN KET QUA NGHIEN CUU CUA PE TAI
1. Thoéng tin chung:

- Tén dé tai: Nghién ctu tong hop B-glucan tir cac ching nim men
(Saccharomyces cerevisiae)

- Sinh vién thyuc hién: Pinh V6 Tu Anh Lop: SHK44CLC

- Khoa: Sinh hoc Nam thur: 2 S nam dao tao: 4

- Ngudi huéng dan: ThS. Nguyén Khoa Trudng

2. Muc tiéu d@ tai:

Nghién ctru tuyén chon cac ching nim men (Saccharomyces cerevisiae) va xac
dinh duoc cac dicu kién anh huéng dén qua trinh nuoi cay, 1én men dé tong hop p-
glucan.

3. Tinh méi va sang tao:

Véi nhitng y nghia vé gia tri dinh dudng cua B-glucan d6i véi con ngudi, dong
vat, thity hai san ciing nhu 1a d6i véi vi sinh vat thi viéc nghién cau san xuat B-glucan
c6 chat lwong cao 1a mot viéc 1am hét suc can thiét. Bén canh do, viéc san xuat p-glucan
tir nam Ién ¢6 nhiéu han ché nhu tdc do sinh truéng, phat trién cham, ham luong khong
cao dan dén tro ngai khi san xuat véi quy mé Ion. Nhan thdy cac chung nim men
(Saccharomyces cerevisiae) c6 téc do sinh truong va phét trién nhanh, ham lugng p-
glucan cao dic biét 1a d& nudi cay va tach chiét cho ra san pham p-glucan cé chét luong
t6t. Xuat phat tir nhitng van dé trén, ching toi tién hanh thyc hién dé tai “Nghién cau
t6ng hop B-glucan tir cac chang nAm men (Saccharomyces cerevisiae)” nham tuyén chon
cac chang ndm men, xac dinh duoc cac diéu kién anh huong dén qua trinh nudi cay, 1én
men dé tong hop B-glucan. St dung Bioreactor con gitip ting hiéu qua nudi cdy, tir d6
tiét kiém duoc thoi gian va chi phi san xuét.

4. Két qua nghién ciru:

Pé tai di xac dinh dugc chang nAm men ki hiéu B2 (S. cerevisiae) thich hop véi

diéu kién nudi cay va cho hiéu suat thu hoi p-glucan cao. Nghién ciru méi truong dinh

dudng, diéu kién 1én men nhu pH, nhiét do, thoi gian thich hop dé thu nhan sinh khéi



nam men trén h¢ thong Bioreactor. Tach chiét va thu héi f-glucan tir sinh khdi nam men
bang phuong phap sinh hoc.

5. Pong gép vé mit kinh té - xa hdi, gido duc va dao tao, an ninh, quéc phong

va kha ning 4p dung ciia dé tai:

Kinh té - x4 hoi: Viéc khao sét cac diéu kién anh huong dén qua trinh nhan nudi
sinh khéi nAm men. Tir d6 nang cao gia tri kinh té, lam da dang hoa thém cac san pham
trong viéc tng dung dé lam mai trudng nudi ciy vi sinh vat noi riéng ciing nhu trong
cac linh vuc ndng nghiép, thuc pham néi chung. Gop phan 1am han ché & nhiém mai
treong do sir dung cac phuong phap tach chiét hda ly khac.

6. Cong bd khoa hoc ciia sinh vién tir két qua nghién ciru ciia dé tai (ghi ro tén
tap chi néu c6) hodc nhan xét, danh gia cla co sé da ap dung cac két qua nghién ciu
(néu co):

Ngay 20 thang 05 nam 2022
Sinh vién chiu trach nhiém chinh

thuc hién d? tai

Pinh V6 Td Anh
Nhan xét ciia ngwdi hwong din vé nhirng déng gop khoa hoc cia sinh vién thuc
hién dé tai (phan nay do nguwoi hwéng dan ghi):

Pé tai da tuyén chon dugc chiing mot nAm men Saccharomyces cerevisiae va Xac
dinh dugc cac diéu kién anh huong dén qua trinh nudi cay. Pay la nghién ctru ban dau
va 1a budc dau dé lam cac nghién ciru sau nay, tao ra cac san pham B-glucan phuc vu
cho moéi trudng nudi cay va dé dang tiép can véi nguoi tiéu dung pho théng, mang lai y
nghia vé khoa hoc 1an thyc tién. Qua d6, lam da dang thém ngudn nguyén liéu ddi dao
san ¢ tir ty nhién, nham gdp phan han ché 6 nhiém mai truong va nang cao gia tri kinh

I4
A

te.



X&c nhan caa trwong dai hoc
(ky tén va doéng dau)

Ngay 24 thang 05 nam 2022

Nguwoi hwéng dan

[l

Nguyén Khoa Truéng



Madu 2. Théng tin vé sinh vién chju trach nhigm chinh thec hién dé tai
TRUONG PAI HOC PA LAT

THONG TIN VE SINH VIEN
CHIU TRACH NHIEM CHINH THUC HIEN DPE TAI

I. SO LUQC VE SINH VIEN:

Ho va tén: Dinh V5 TG Anh

Sinh ngay: 16/09/2002

Noi sinh: Nha Trang, Khanh Hoa

Lép: SHK44CLC Khoa: 44
Khoa: Sinh hoc

Dia chi lién hé: 10A Ly Nam D¢, Phuong 8, Pa Lat, Lam Dong
bién thoai: 0329249627 Email: 2012325@dlu.edu.vn

I1. QUA TRINH HQC TAP (ké khai thanh tich cua sinh vién tir nim thtr 1 dén nim

dang hoc):
* Nam thur 1:
Nganh hoc: Céng nghé sinh hoc Khoa: Sinh hoc
Két qua xép loai hoc tap: Gioi
So lugc thanh tich:
* Nam ther 2 (hoc ki 1):
Nganh hoc: Céng nghé sinh hoc Khoa: Sinh hoc
Két qua xép loai hoc tap: Gioi
So lugc thanh tich:
Ngay 20 thang 05 nam 2022
Xé&c nhan caa trwong dai hoc Sinh vién chiu trach nhiém chinh
(ky tén va déng dau) thuc hién dé tai
(ky, ho va tén)

Pinh Vo Tu Anh



MO PAU

B-glucan 13 mot nhom polysaccharide bao gdm cac don vi glucose lién két voi
nhau bang lién két B-glycoside (Klis et al., 2002). Ching d dugc sir dung trong nhiéu
nganh céng nghiép, ching han nhu nganh dugc pham, thuc pham, thirc dn chin nudi va
m¥ phidm (Naruemon et al., 2013). Ngoai ra, B-glucan ciing thé hién cac dic tinh y hoc
nhu cac hoat dong chéng khéi u, khang khuan va chéng oxy héa cong véi su hap thu
doc t6 ndm mdc ciing nhu sir dung trong viée giam mirc cholesterol va glucose trong
méu (Magnani et al., 2011). Hon thé nita, B-glucan con dugc sir dung nhu 13 mot chat
dinh dudng bo sung trong qua trinh nudi cay vi sinh vat, nudi cdy mo thuc vat va ca nudi
trong nam an hodc ndm duoc liéu nhu Cordyceps militaris. Bén canh nhimng thuan loi
¢6 ich vé nhiéu mit thi viéc san xuat, xac dinh hiéu suat thu hoi B-glucan can doi hoi chi
phi cao vé cong nhén, thiét bi may méc va cong nghé, do d6 gia thanh san pham kha dat,

kho tiép can duoc voi nguoi tidu dung pho thong.

Puoc biét, B-glucan dugc tim thay trong cac thanh té bao cua vi khuan, nam 16n,
ndm men, tao, dia y va thuc vat. Dac biét, f-glucan - mot trong nhitng thanh phén chinh
ctia thanh té bao nam men S. cerevisiae duoc biét dén nhu mot chat hoat dong diét nim,
san xudt cytokine va hoat dong tiéu diét tw nhién (Pelizon et al., 2005). Trong té bao
ndm men, thanh té bao chiém khoang 10 - 20% trong lugng khé cua té bao, trong do p-
glucan chiém khoang 50 - 60% lugng chat kho (Nguyén Ngoc Son, 2013; Walker, 1999;
Klis, 1994). Bén canh d0, S. cerevisiae phat trién dé dang va nhanh chéng trong nhiéu
loai méi trudng nudi cay khac nhau véi chi phi san xuat thip. Vi vy, chung nAm men
S. cerevisiae 1a ngudn nguyén liéu doi dio, phd bién, cung cip mot lwong 16n B-glucan

c6 y nghia ca vé khoa hoc va thyec tién.

Hién nay, di c6 nhiéu nghién ctru nhim thu nhin duoc B-glucan véi cac phuong
phap tach chiét khac nhau. Tuy nhién véi ngudn nguyén liéu 1a bi men bia thi két qua
tach chiét khong dugc cao vi d6 1a nhitng nguyén liéu hdn hop (Tran Minh Tam, 2013;
Ly Thi Minh Hién, 2015). Viéc Iya chon ngudn nguyén liéu méi 1a sinh kh6i nAm men
s& cai thién duoc cac van dé vé thu hoi va ham lugng cia p-glucan thanh pham. Do do,

v6i viée nghién ctru kha ning thu nhan B-glucan tir cac ching nim men S. cerevisiae 1a



su lya chon phu hop nham mang lai hi€u qua thu hdi san ph?lm cao cling nhu tiét kiém

loi ich kinh té cho nguoi dan.

Tt nhitng van dé trén chung toi tién hanh thuc hién dé tai “Nghién ciku tong hop
P-glucan tir cdc chiing ndm men (Saccharomyces cerevisiae)” nham tuyén chon céac
ching ndm men c6 kha ning sinh tong hop B-glucan va xac dinh mot sé diéu kién anh
huong dén qua trinh 1én men dé téng hop B-glucan, tir d6 tao ra ngudn B-glucan véi chi
phi san xuét thap, da dang héa thém ngudn san xuat va myc dich st dung p-glucan cho
nguoi tiéu dung.

No6i dung nghién ctru:

e Tuyén chon cac ching nAm men S. cerevisiae c6 kha ning sinh tong hop
B-glucan.

e Nghién ctru méi trudng dinh dudng, pH, nhiét do, thoi gian dé nhan sinh
khéi nAm men S. cerevisiae trén hé thong Bioreactor.

e Danh gia anh hudng caa EDTA va SDS dén kha ning tong hop p-glucan

cua nam men.



CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU
1.1. Téng quan vé B- glucan
1.1.1. Lich su phat hién, nghién cuzu

Lich st cua B-glucan duoc bat dau tir viec nghién ctiu vé kha nang dac bi¢t cua
mot hop chat tho duoc chiét xuat tir thanh té bao ndAm men banh mi, goi 13 Zymosan vao
nam 1940 cua Louis Pillemer va cong su. Cac tac gia di tim thay nhimg bang ching
khoa hoc vé kha ning kich hoat phan ng mién dich, tiéu diét cac tac nhan giy bénh
hozc mam bénh bao gdm ca virus, vi khudn, nim, ky sinh tring,.... Tuy nhién, ché phdm
nay di bi cdm str dung do nhirng tac dung phu trén bénh nhén va tai thoi diém d6 Pillemer
va cong su clia ong chua 1y giai duoc tai sao va bang cach ndao Zymosan cé thé kich hoat
hé théng mién dich tir d6 tang cudng sirc dé khang bam sinh cta co thé hay thanh phan
nao do trong ché pham nay dong vai tro kich hoat phan tmg mién dich (BCC Pharma,
2021). Mai t61i nam 1960, cac nha khoa hoc tai Pai hoc Tulane, Hoa Ky da phat hién ra
thanh phan chinh c6 tac dung kich thich mién dich trong Zymosan 1a p-glucan. K¢é tir
budc dot pha quan trong nay, mot luong 16n cac nghién ciru khoa hoc vé p-glucan di va
dang duoc thuc hién ngdy cang nhiéu trén thé gisi (Riggi & Di Luzio, 1961; Nguyén
Phu Thu Thuy, 2017).

C6 rat nhiéu nghién ctru lién quan dén hoat tinh sinh hoc cua B-glucan nhung két
qua doi khi trai nguoc nhau. Pidu nay chi yéu 13 do sir dung B-glucan véi trong lugng
phan tir khac nhau va sy thay d6i hoa hoc do B-glucan dugc nhan tir cac ngudén ndm khac

nhau, bao gom céac loai ndm ndi chung va nam men.
1.1.2. Cau truc hoa hoc

B-glucan la mét polysaccharide vdi don phan la cac phan tir duong B-D-glucose
gan v6i nhau thong qua lién két B-glucoside. Phéan tir glucose nay cé thé gan véi phan
tir glucose khac tai cac vi tri khac nhau trong cau tric vong 6 carbon. Céc chisd 1, 3, 4,
6 thé hién vi tri ctia nguyén tir cacbon c6 lién két glycoside va dugce danh sé bat dau tir

vi tri nhém oxi thudc vong carbon ké tiép (Nguyén Phti Thu Thay, 2017).
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Hinh 1. CAu trac hoa hoc chung cua B-glucan (Du et al ., 2019; Ly Thi Minh Hién va

cong su, 2015)
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Hinh 2. Ciu trac hoa hoc cua B-glucan tir nhirng ngudn khac nhau

(A) B-glucan tir vi khuén; B-1,3 khong phan nhénh; (B) B-glucan tir ngii cdc hodc dia y, -glucan 1-3, 1-4
khong phan nhanh; (C) B-glucan tir tao (e.g Laminaria spp), p-1-3 voi phan nhanh p-1-6 (D) B-glucan tir nAm hoic
nam men, B-1-3 v6i nhanh B-1-6 ngén (ndm) nhanh 1-6 dai (nAm men) (Du et al ., 2015)

Hon thé nita, B-glucan 1a mot trong nhitng polysaccharide phong pht nhat trong
thanh té bao nAm men va ton tai nhu chét tring hop dudng glucose lién két qua B (1,3)-
D-glycosidic hodc B (1,3)-D-glycosidic (Ly Thi Minh Hién va cong sy., 2015). Trong
nam men S. cerevisiae, thanh té bao cha yéu chira B-1,3-glucan, p -1,6-glucan, chitin va
mannoprotein, chiing lién két v6i nhau bang lién két cong hoa tri. Mdi lién két nay co

vai tro trung tam trong ciu tric ctia thanh té bao ndm men (Osumi, 1998).

Mot sy bién d6i khac d6 1a mot vai hop chat nay ton tai dudi dang chudi soi don,
trong khi truc chinh ciia nhitng B-1,3-glucan khéc ton tai & dang cac chudi soi doi hoic

soi ba. Trong mdt vai trudng hop, cic protein gan vao truc B-1,3-glucan ciing cé thé tao
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nén hoat tinh khang thé. Mic du cic hop chét ndy c6 tiém ning dé phat trién hé thong
khang thé, tuy nhién d6 chi 1 nhitng nghién ctru so khai, va c6 nhiéu ¥ kién khac nhau
vé trong lugng phan tir, hinh dang, cAu trac va loai nao sé tao ra hoat tinh sinh hoc manh

nhat (Pillemer & Ecker, 1941).

OH chudi bén

(B-1,6-glucan)

« o
- OH
HOT/“\
HO.
T Son ¢
H
_O
OH

OH OH OH
H H
0:\&/» —~\ o, ", —
OH OH

L chudi chinh (B-1,3-glucan) diém phan nhanh

—Yy

Hinh 3. Cu trac héa hoc khong gian ciia B-glucan trong ndm men Saccharomyces
cerevisiae (Kath & Kulicke, 1999)

If{{if §f fﬁﬂﬂf fEFSSIssy )

Hinh 4. Ciu trac cta thanh té bao nAm men Saccharomyces cerevisiae (Osumi, 1998)
1.1.3. Tac dung cua f-glucan

B-glucan duoc biét dén nhicu nhat voi nhing tac dong toi hé thong khang thé
con ngudi, vi du nhu ting cudong mién dich toan than: B-glucan giup ting cudng mién
dich cho tat ca cac ddi tuong tir ngudi gia, tré nho dén ngudi bi suy giam mién dich do
6m, bénh ung thu, tiéu duong (Du et al ., 2015). Bén canh d6, B-glucan gitup khong ché
su phat trién ctia khdi u va ngin ngira di cdn nho kha ning diéu hoa ca mién dich bam
sinh va mién dich dic hiéu nén ching c¢6 tac dung voi té bao khdi u — mot té bao la, phan
chia theo cap s6 nhan va phat trién thanh khdi u (Du et al ., 2015).

B-glucan co thé lam giam cac du hiéu viém toan than trong cac bénh 1y nhu gut,

viém rudt IBD, viém nha chu, viém dudng ho hap (Garba et al., 2014). B-glucan giam
5
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duong huyét, cholesterol mau, B-glucan giam duong huyét qua co ché e ché thu thé
SGLT-1 ¢ niém mac rudt — thu thé gitip hip thu duong tai rudt, thuc day qua trinh tong
hop glycogen tai gan, uc ché sy tich tu chat béo trong gan. B-glucan c6 tac dung diéu
hoa mién dich, diéu chinh phan tng cua té bao Lympho T véi khang nguyén té bao [
dao tuy. Do d6 d4o nguoc tinh trang ting dudng huyét giai doan dau & bénh nhan tiéu

duong tuyp I (Yuan et al., 2020).

B-glucan con gitip chéng oxy hoa, thu don cac gdc tu do du thira nén tic ché stress
oxy héa, ngin ngtra tién trién bién chimg tiéu dudng. B-glucan giam cholesterol mau
nhd kha ning kich hoat céc té bao thuc bao gitp bt giit LDL-cholesterol trong méu. p-
glucan con hoat dong nhu mot chat xo trong dudng tiéu hoa. Do d6 giam hap thu chat
béo tai rudt. B-glucan kich hoat thuc bao cac mang bam trén thanh mach (mang bam la
di vat). Vi vay c6 thé ngin ngira xo vita va cac bénh 1y tim mach nhu thiéu mau néo,
dau that nguc, ... Ngoai nhiing tac dung trén, B-glucan giup vét thuong mau lanh bang
cach tang sy xam nhap cua dai thuc bao, kich thich tao mo hat, léng dong collagen va
tai tao biéu mo. Do do6 giap vét thuong mau lanh, dac bi¢t 1a & bénh nhan tiéu duodng

(Garba et al., 2014).
1.1.4. Ung dung ciia -glucan

B-glucan duoc tng dung nhiéu linh vyc khac nhau chang han nhu trong linh vuc
dugc pham, B-glucan duogc st dung lam thudc tiém dudi da trong diéu tri ung thu da véi
muc dich giam kich thudc céac khdi u, tiém tinh mach nham tang cuong h¢ théng mién
dich v&i bénh nhan nhiém HIV/AIDS (nhiing ngudi bi suy giam mién dich). Hay viéc
sit dung B-glucan trong d6 udng trong cac trudng hop cholesterol cao, tiéu duong, suy
giam mién dich, cam lanh, cam ciim, cam HiN1, bénh dj ung, viém gan, hen suyén, viém
tai, 140 hoa, viém loét dai trang va bénh Crohn, dau co, viém khdp dang thép..... Vi hoat
tinh sinh hoc gitip ting cudong hé thong mién dich cho vat cht nén trong linh vyre nuéi
trong thuy san, B-glucan c6 tac dung giup ting cuong sirc dé khang, chong lai dich bénh
gdy ra boi cac nhém vi khuan gy bénh, tham chi ngan chin tic dong cua virus dom
trang trén tom, B-glucan con cé tac dung kich thich hé mién dich khong dic hiéu (non-

specific immunity) ctia ca (Nguyén Pha Thu Thity, 2017).
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Ngoai ra, B- glucan con duoc st dung trong chin nudi gia stc gia cam (Anwar,
et al., 2017) cho biét bd sung B-glucan véi ty 18 0,1% vao thirc dn cta ga sé han ché sy
xam nhap, phat trién cta Salmonella trong gan. Trong dé tai “anh huéng cua cac khau
phan b sung B-glucan 1én ning suat sinh truéng va stc dé khang ciia ga Hisex Brown”,
Nguyén Thi Kim Khang va cong su (2011) cho biét bo sung p-glucan véi ty 16 0,05%,
0,10%; 0,15% trong khau phan déu co tac dong t6t dén khdi lugng, ting trong, hé sb

chuyén hoa thtrc an cua ga.

Bén canh d6, B-glucan cé tac dong tich cuc dbi véi heo theo Dritz et al. (1995)
dé xuat bo sung p-glucan vao khiu phan ciia heo con sau cai sita véi ham luong 0,025%
cai thién toc do tang truong va kha nang chéng lai Streptococcus suis. Két qua nghién
ctru cia Li et al. (2006) khang dinh viéc bo sung B-glucan vao khau phan an cho heo
con c6 loi vé& hiéu suét ting truong va dap tng mién dich chéng lai E.coli. Tuy nhién,
B-glucan san xuat bang cac phuong phap san xuat khac nhau c6 thé ¢6 hiéu Gng khac

nhau vé hiéu suat ting truéng va chirc ning mién dich & heo (Garba et al., 2014) .
1.2. Qua trinh sinh tong hep p-glucan

B-glucan c6 thé dugc tong hop tir cac loai nAm mi nhu Giifola frondosa,
Cordyceps sinensis, Hericium erinaceus, Ganoderma lucidum, Lentinus edodes.... hoac
tir cac loai vi ndm nhu nam, cac chung ndm men Saccharomyces cerevisiae. Ngoai ra,
B-glucan ciing dugc chiét xut tir lta mach khong vo (Storsley et al., 2003) va tir vo cam
ctia cac loai ngil céc va mot sb loai tao bién nhu chi tao Laminaria. Trong ngii cdc, ham
luong B-glucan cao nhét (tinh theo trong lurong kho) di dugc cong bd ¢ laa mach tir 2 -
20 gam (khoang 65% & dang tan trong nudc), yén mach tir 3 - 8 gam (82% & dang tan
trong nude). Cac loai ngii ce khac ciing chira B-glucan nhung véi ham luong thip hon
gém cao luvong 1,1 - 6,2 gam; Iua mach den 1,3-2,7 gam; ngb 0,8 - 1,7 gam; Iua mach
trang 0,312g, laa mi 0,5-1,0g, lta mi cing 0,5- 0,6g va gao 0,13g (Nguyén Phii Thu
Thuy, 2017).



Bang 1.1. Mt s6 dang P - glucan dwoc phén lap tir ty nhién

Nguén: Du et al. (2019)

Nhom Ngudn phéan lap Cau tric
) Mach phan nhanh chira lién két p-
Grifola frondosa
1,3:1,6
_ Mach phan nhanh chtra lién két p-
Lentinus edodes
1,3:1,6
) Mach phan nhénh chtra lién két p-
Ganoderma lucidum
1,3:1,6
] Mach phan nhénh chtra lién két p-
Agaricus blazel
1,3:1,6
) ] ) ) Mach khong phan nhanh gom cac
Auricularia auricula-judae | )
lién két B- 1,3
) ) Mach khong phan nhanh gom céc
Cordyceps sinensis ,
lién két B- 1,3
A 14 Mach khéng phan nhanh gom céc
Nam I6n Hericium erinaceus )
lién ket - 1,3
) Mach phan nhanh chira lién két p-
Schizophyllum commune
1,3:1,6
o ) Mach c6 do phan nhanh cao chura
Sclerotinia Sclerotiorum )
lién ket B- 1,3:1,6
, o Bao gom tat ca cac kiéu lién keét
Nam men Saccharomyces serevisiae )
trong cau trac B - glucan

1.3. Ngudn nguyén li¢u chira - glucan tir nAm men

Con nguoi hiéu biét vé ndm men S. cerevisiae va nhing tinh chit ctia ndé mai

dugc hon 150 ndam. Ndm men phén b rat rong ri trong ty nhién, nhat 14 trong cac moi

truong c6 chira dudng, co pH thap, ching han nhu trong hoa qua, rau dwa, mat mia, ri

dudng, mat ong, trong dat vuon trong cdy an qua, trong dat co nhidm dau moé.... Trong

té bao ndm men thi thanh té bao chiém khoang 10 - 20% trong luong kho cua té bao,
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ham luong B-glucan chiém khoang 50 - 60% lugng chat kho ciia thanh té bao nAm men
(Nguyén Ngoc Son, 2013), do d6 viéc sir dung ndm men dé lam nguyén liéu chiét xuat
B-glucan 14 mét trong nhitng huéng di c6 nhiéu tng dung trong thyc tién hién nay. Hop
chét B-glucan duogc tim thay ¢ nhiéu nhom sinh vat tir nhan so (vi khuan) dén nhan thuc
(tao, nAm, thuc vat), nhung dbi v6i ndm men thi van 13 ngudn cho hiéu suat thu hoi 1a
cao nhét so véi cac loai ndm khac. Theo Du et al. (2015) thi nAm men ¢6 qua trinh sinh
trudng nhanh, luong sinh khdi doi dao, ching c6 kha ning sinh tong hop nhiéu B-glucan
(1,3/1,6 B-glucan) va cho hiéu suét thu hdi cao. Vi thé, str dung nAm men S. cerevisiae
dé chiét xuat p-glucan 13 mot trong nhitng lya chon mang lai hiéu qua kinh té va hiéu

qua su dung cho ngudi ti€u dung.

1.4. Cac yéu t6 anh hwéng dén qua trinh 1én men thu sinh khdi tir cic chiing nim

men S. cerevisia
1.4.1. Nhiét do

N4m men c6 thé sinh truong va phat trién ¢ dai nhiét do 4-45°C nhung thich hop
nhat 1a 22-28°C. Nhiét do cang thap thi ndm men sinh san cang cham, thaoi gian 18n men
kéo dai, tuy nhién lai han ché dugc s nhiém khuan va nguoc lai nhiét do cang cao thi
nam men sinh san nhanh hon nén thoi gian I8n men r4t ngan hon nhung kha nang nhiém

khuan s& rat cao (Nguyén Pirc Lwong va cong su, 2006).
1.4.2. pH mai truong

N4am men c6 thé sinh truéng va phat trién trong méi truong ¢ pH tir 2.5 — 7.5,
tuy nhién nhiéu chung nim men sinh truéng va phaét trién tot & ¢6 pH phi hop nhat 1a
4-6, nhiéu chiing nAm men c6 thé sinh trugng va phat trién tot & pH 3-3.5 (Luong Bic
Pham, 2009).

1.4.3. Thoi gian

Thoi gian 1én men long c6 anh huong rd rét dén sinh truong va phat trién
cia nim men. Nim men c6 thé phat trién trong khoang thoi gian tir 12 — 48 gio, tuy
nhién phu hop nhat 1a 18 gid, sau 22 gio khéi lwong khd nAm men hau nhu khong thay
d6i (Ngd Thi Huyén Trang va Vil Vian Hanh, 2017).



1.5. Cong nghé, phwong phap tich chiét va thu hai -glucan

Céc phuong phéap thu nhan B-glucan tir té bao ndm men kha da dang tir cac
phuong phap hoa hoc (Thammakiti et al., 2004; Kim & Yun, 2006), phuong phap vat ly
(Wenger et al., 2008; Liu et al., 2013) dén phuong phap enzyme (Milic et al., 2007;
Freimund et al., 2003; Jaehrig et al., 2008). Phuong phap héa hoc str dung cac dung dich
kiém, acid dé tach chiét p-glucan lam anh hudng toi cdu trac lién két, dan dén viéc anh
huong t6i hoat tinh sinh hoc ctia -glucan, tao ra B-glucan bi 1an nhiéu tap chat, pha v
cAu trac nén lam giam hoat tinh sinh hoc ctia phan ttr B-D-glucan. Pong thoi, qua trinh
tach chiét con thai ra nhiéu san pham phy gy 6 nhiém moi truong nghiém trong. Véi
phuong phép sinh hoc, cac nha khoa hoc str dung enzyme dé tach chiét p-glucan, uu
diém cua phuong phap enzyme 1a bao toan duoc cau triic nguyén ban cia B-1,3/1,6-D
glucan nén giit nguyén duoc hoat tinh sinh hoc cta hoat chat ndy. Sir dung enzyme con
giam thiéu cac chét thai gy 6 nhiém nén rat than thién voi moi truong (Javmen et al.,
2012). Viéc bod sung mot s6 hoat chat nhu SDS, EDTA vao méi truong nudi céy cling
g6p phan kich thich san sinh B-glucan ctia cac chiing nAm men (Nguyén Phti Thu Thuy,
2017).

1.6. Mot sb tinh hinh nghién ciu vé p-glucan
1.6.1. Tinh hinh nghién citu vé S-glucan trén thé gigi

Truong Pai hoc Regensburg (Purc) cling da thyc hién 4 thtr nghiém B-glucan tur
nam men c6 hiéu qua trén khdi u Sarcoma 180 & chudt. Mot thir nghiém khac, khi chudt
¢6 khdi u Sarcoma 180 ciing dugc chita tri thanh cong véi nhiéu loai B-glucan tir nAm
khac nhau. Khéi luong ciia khéi u giam tir 72 - 99% chi trong 30 ngay ma khong can
dung mot phwong phéap diéu tri nao khac (Zhang et al., 2003).

Vién Nghién ctru Dinh dudng & Bratislava (Slovakia) cling chi ra rang, chudt
dugc cho an B-glucan tir nam da gitp ngan chian kha ning phat trién ung thu cia cac not
san trong rudt non. Qua do c6 thé thiy, p-glucan co tac dung khang u va chdng ung thu
rat hidu qua. Bat ky ai ciing co thé str dung két hop hoat chét ndy véi thude cb truyén
hay vdi cac phuong phap chira tri tw nhién khac (Wang et al., 2006). Ngoai ra, mot phan
tich tai liéu nam 2014 da x4c nhan B-glucan co thé gitp kiém soat bénh tiéu duong bang

cach kiém soét lugng dudng trong méau, giam cholesterol va giit huyét ap trong tim kiém
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soat. Nhung luu ¥ ring chi riéng p-glucan 1a khong du dé dat duogc chi s dudong huyét
binh thuong & bénh nhan tiéu duong va n6 chi nén dugc st dung nhu mot chat hd tro
cho cac phuong phap diéu tri tiéu chuan ma khong phai 13 liéu phap thay thé hoan toan.
Dhingra et al. (2012) cho biét tiéu thu 4-7g B-glucan hang ngay gitp giam cam giac doi
va tang cam giac no.

1.6.2. Tinh hinh nghién cizu vé S-glucan ¢ Viét Nam

Trude d6, Viét Nam di nghién ciru thanh cong dé tach chiét p-glucan tir thanh té
bao nidm men S. cerevisiae bang cong nghé enzyme (BCC Pharma, 2020). Nghién ctru
vé chiét xuat B-glucan tir nAm Thai Duong va thir nghiém kha ning ting cuong mién
dich dong vat (Truong Binh Nguyén, 2014). Nghién ciru quy trinh tach chiét B-glucan
tir t& bao S. cerevisiae trong ba men bia (Ly Thi Minh Hién va cong sy, 2015). Nghién
ctru toi wu hoa viée chiét xuat p-glucan tir rac thai men S. cerevisiae st dung autolysis,
enzyme, enzyme siéu am va két hop - diéu tri siéu am (Tran Minh Tam, 2013). Nghién
clru san xuat B-glucan hoa tan tir thanh té bao ctia nAm men S. cerevisiae (B3 Thi Anh

Hoa, 2018).

Tom lai, B-glucan 1a mot hoat chat co gia tri cao ddi voi sirc khoe va nhiéu Gmg
dung trong nghién clru, san xuat cac san pham dinh dudng cho con ngudi, dong vat,
cling nhu 13 d6i v6i vi sinh vat thi viéc nghién ctru san xuét B-glucan c6 chét luong cao
1a mot viée lam hét stre can thiét va da duoc rat nhiéu noi trén thé gio1 quan tam va
nghién ctiru. Bén canh do6, viéc san Xuét B-glucan tur nam 16n c6 nhiéu han ché nhu toc
do sinh trudng, phat trién cham, hiéu suét thu hoi khong cao dan dén tro ngai khi san
xudt véi quy mé 16n. Pong thoi, dén nay viéc nghién ctru tach chiét p-glucan tir nim
men S. cerevisiae véi hiéu suét thu hdi con chwa cao. Do d6, viéc thuc hién nghién ctru
tong hop B-glucan tir nAm men (Saccharomyces cerevisiae) nham da dang héa ngudn

nguyén liéu cung cap B glucan tir nam men 1la mdt viéc 1am hét strc can thict hi¢n nay.
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CHUONG 2: VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Péi twong, dia diém va thai gian nghién ciru
2.1.1. Péi twong nghién ciu

Céac chung nim men S. cerevisiae dugc cung cip boi phong thi nghiém Cong
nghé Vi sinh, Khoa Sinh hoc, Truong Pai hoc Pa Lat.

2.1.2. Pia diém nghién ciu

Dia diém nghién cru: Phong thi nghiém Coéng nghé Vi sinh, khoa Sinh hoc,
truong Pai hoc Pa Lat.

Thoi gian nghién ctru: thang 11 nim 2021 dén thang 05 nam 2022.
2.2. Phuong phap nghién ciru
2.2.1. Phuirong phdp tuyén chon cac ching nam men c6 kha néng tao S-glucan

Tién hanh nudi céy nim men trong moi truong H1 (phu luc 3) & diéu kién nhiét
d6 30°C, pH 5.5, thoi gian 24 gio. Sau d6 hut 5% dung dich nudi cay gc chuyén sang
moi trudng H3 (phu luc 3) duoc didu chinh pH vé 5.5 va khtr tring & diéu kién 121°C,
15 phat (Phan Trung Truc, 2020). Nhan nuéi & diéu kién 30°C trong 24 gio voi toc do
lic 14 150 rpm. Két thiic qua trinh nudi ciy, ly tAm thu sinh khéi ndm men va tién hanh
xéac dinh B-glucan (Nguyén Phii Thu Thuy, 2017).
2.2.2. Phuong phdp dinh lrong té bao ndm men

Dinh luwong té bao nAm men bang phuong phap dém truc tiép trén budng dém
hong cau (Nguyén Dtrc Luong va cong sy, 2006).
2.2.3. Phwong phdp bdo quan giong vi sinh vat

Tién hanh luu giéng cdc ching nAm men trén mdi trudng thach nghiéng Hansen
va bao quan & 4 — 5°C. Sau 1 thang tién hanh luu lai nham tranh thodi hoa giéng (Nguyén
btrc Luong va cong su, 2006).

2.2.4. Phwong phdp chiét xudt p-glucan bang phwong phdp sinh hoc

Tach chiét p-glucan bang phwong phap sinh hoc ¢6 bd sung enzyme protease.
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Chung nAm men khi duoc nudi cay sau 24 gio, & pH = 5.5, nhiét d6 30°C. Sinh
khéi ndm men thu dugce dem di bd sung voi enzyme protease ¢ ndong d6 0,5%, sau d6 dé
& nhiét d6 50°C trong 6 gio dé enzyme protease s& thuy phan di nhitng lién két protein
pha v té bao giai phong tbi da cac chit co trong thanh té bao gitip qua trinh tach chiét
dién ra d& dang hon. Sau khi két thuc tién hanh bb sung thém nudc cit ly tAm thu cin dé

rua di enzyme.

Tiép theo ldy can vira thu duge xir 1y voi 7% NaOH 1M dé trong vong 1 gid 30
phut & nhiét d6 90°C nhiam phé v& thanh té bao. BS sung thém nudce cit rdi tién hanh ly
tam 3 1an dé rira NaOH nham thu cin loai bo nhiing thanh phan c6 ban chat protein bi

hoa tan trong kiém loang.

Rira can v6i aceton nguyén chat theo ti 1& 1:4, sau d6 loc qua gidy loc nham loai
b6 lipid va nudc ra khoi p-glucan. Tiép sau do rira cin véi ethanol 70% theo ti 18 1:3
nham loai bo nhitng thanh phan tap cin tan trong con va siy kho san pham & nhiét do
70°C cho dén khi c6 mau vang nhat thu dugc p-glucan (Czop & Austen, 1985; Ly Thi
Minh Hién va cong su, 2015).

2.2.5. Phwong phdp khao sat Cac yéu to anh hwdng dén diéu Kién dé nhan sinh khoi

nam men

2.2.5.1. Bdanh gid danh hwéng Ciia méi truong dén nhan sinh khéi nadm men

Chuan bj cdc moi trudng sau:

Moi truong Hansen (H1)

Moi truong Hansen cai tién (H2)

Moi truong gia khoai ri (Mo6i truong H3)

Céac méi truong trén duoc pha ché theo thanh phan cong thire (Phy luc 3), diéu
chinh pH dat 5.5 va khtr tring ¢ nhiét do 121°C/15 phdat.

Sau khi tuyén chon duoc chiing ndim men c¢6 ham luong B-glucan trong té bao
cao. Tién hanh nhan gidng cp 1 trén méi trudng H1 16ng ¢ diéu kién 30°C trong 24 gio,
sau d6 hut 5% dung dich nudi cay chuyén sang 1an luot ba méi truong 1a H1, H2, H3.
Nudi c6 bd sung khi & nhiét d6 30°C sau 24 gid, tién hanh dinh lwong mat do té bao
bang phuong phap dém trén budng dém hong cau dé kiém tra mat d6 nam men.
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Sau qua trinh nudi cdy, ly tdm thu sinh khdi nAm men, tién hanh tach chiét va xac
dinh p-glucan, mdi mau duoc 1ip lai 3 1an (L& Gia Hy & Khuat Hitu Thanh, 2010; Ly
Thi Minh Hién va cong su, 2015; Nguyén Pha Thu Thuy, 2017).

2.2.5.2. Panh gid dnh hirong cia pH dén nhan sinh khdi nam men

Tién hanh nudi cdy ndAm men trong mdi trudng H1 & didu kién nhiét d6 30°C, pH
5.5, thoi gian 24 gio. Sau d6 hit 5% dung dich nudi cdy gbc chuyén sang méi truong
H3 voi cac diéu kién pH lan luot 14 5.0, 5.5, 6.0. Nudi ¢ 30°C trong 24 gid, tién hanh
dinh luong té bao bang phuong phap dém trén budng dém hong cau dé kiém tra mat do
nam men. Sau qué trinh nudi cdy, ly tdm thu sinh khi nAm men, tién hanh tach chiét va
xac dinh hiéu suét thu hoi B-glucan, mdi mau duoc lip lai 3 1an (Lé Gia Hy & Khuat
Hitu Thanh, 2010; Ly Thi Minh Hién va cong su, 2015; Nguyén Phi Thu Thay, 2017).

2.2.5.3. Pdnh gid dnh hirong cua thoi gian dén nhan sinh khai ndm men

Tién hanh nuoi céiy nam men & moi truong H1 & diéu kién nhiét do6 30°C, pH 5.5,
thoi gian 24 gio. Sau d6 hut 5% dung dich nudi cay gbc vao méi trudng H3 vai pH 5.5,
nhiét do 30°C, & cac mdc thoi gian 16 gio, 20 gio va 24 gio. Tién hanh dém mat do trén
budng dém hong ciu dé kiém tra mat d6 ndm men. Sau qua trinh nudi cay, ly tam thu
sinh khdi nAm men, tién hanh tach chiét va xac dinh B-glucan, mdi mau duoc lap lai 3
lan (Lé Gia Hy & Khuat Hiru Thanh, 2010; Ly Thi Minh Hién va cong su, 2015; Nguyén
Pha Thu Thuy, 2017).

2.2.5.4. Banh gid danh hwéng cua nhiét dé dén nhan sinh khai ném men

Tién hanh nuéi cdy nAm men & moi truong H1 & didu kién nhiét do 30°C, pH 5.5,
thoi gian 24 gio. Sau d6 hat 5% dung dich nudi cdy gbc vao moéi truong H3 vai pH bang
5.5. Nudi cdy o cac mbc nhiét do 1an luot 13 20, 25, 30°C. Sau 20 gid tién hanh kiém tra
mat d6 ciia nAm men bang phuong phap dém trén buong dém hong cau. Sau qué trinh
nudi cay, ly tdm thu sinh khéi nAm men, tién hanh tach chiét va xac dinh p-glucan, mdi
mau duoc lap lai 3 1an (L& Gia Hy & Khuat Hitu Thanh, 2010; Ly Thi Minh Hién va
cong su, 2015; Nguyén Phi Thu Thuy, 2017).
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2.2.6. Phwong phdp danh gid dnh hirong ciia EDTA va SDS dén kha ndng tong hop S-

glucan cia ném men

2.2.6.1. Phuong phdp ddnh gid anh huéng ciia EDTA dén khd ndang tong hop S-

glucan cia ném men

Tién hanh nhéan giéng cap 1 trén méi truong H1 l1ong & diéu kién 30°C, pH 5.5,
trong 24 gio, sau d6 hat 5% dung dich nudi ciy gbc chuyén sang moi truong H3. BH
sung thém EDTA 1a 30 pg/L vao mdi trudng nudi cdy. EDTA duoc chuan bi dudi dang
dung dich gbc, nong d6 100pug/mL. Luong dung dich EDTA bd sung vao méi trudng la
100pL trong 100mL mdi truong. Nubi c6 bd sung khi & 25°C trong 20 gid & pH 5.5, tién
hanh dinh lugng mat do té bao bang phuong phap dém trén budng dém hong cau dé

kiém tra mat d6 nam men.

Sau qu4 trinh nudi ciy thu dugc sinh khéi nAm men, tién hanh tach chiét va xac
dinh B-glucan, mdi mau duoc lap lai 3 lan dé tinh s liéu trung binh (Kimura, 1980;
Nguyén Phi Thu Thuy, 2017).

2.2.6.2. Phwong phdp ddnh gid anh huéng cia SDS dén kha néng tong hop f5-

glucan cia ngm men

Tién hanh nhan giéng cip 1 trén moi trudng H1 1ong & diéu kién 30°C, pH 5.5,
trong 24 gio, sau d6 hat 5% dung dich nuoi cdy gbc chuyén sang moi truong H3. BS
sung thém SDS 12 80 pg/l vao méi trudng nudi cdy. SDS duoc chuan bj dudi dang dung
dich gbc, nong d6 100 ug/mL. Lugng dung dich SDS b sung vao mdi truong 1a 100 ul
trong 100 mL mai truong. Nudi cé bd sung khi ¢ 25°C trong 20 gid & pH 5.5, tién hanh
dinh luong mat do té bao bang phuong phap dém trén budng dém hong cau dé kiém tra

mat do nam men.

Sau qua trinh nu6i céy thu dugc sinh khdi ndm men, tién hanh tach chiét va xac
dinh B-glucan, mdi mau duoc lap lai 3 1an dé tinh s liéu trung binh (Kimura, 1980;
Nguyén Phi Thu Thuy, 2017).
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2.2.6.3. Phwong phdp ddnh gid anh huéng cua két hop EDTA va SDS dén kha

ndang tong hop -glucan cia nam men

Tién hanh nhan gidng cip 1 trén moéi trudng H1 long ¢ didu kién 30°C, pH 5.5,
trong 20 gid, sau d6 hat 5% dung dich nudi cdy gbc chuyén sang moi trudng H3. BH
sung thém EDTA 1a 30 pg/L va SDS 14 80 pg/L vao méi truong nudi cay. EDTA va SDS
dugc chuan bi duéi dang dung dich gbe, ndng d6 100 ug/mL. Luong dung dich EDTA
va SDS bd sung vao mdi truong 1a 100 ul trong 100 mL mai truong. Nudi cé bd sung
khi & 25°C trong 20 gir & pH 5.5, tién hanh dinh lwvong mat d6 té bao bang phwong phap

dém trén budng dém hong cau dé ki€m tra mat ¢4 nam men.

Sau qua trinh nudi ciy thu dugc sinh khéi nAm men, tién hanh tach chiét va xac
dinh B-glucan, mdi mau duoc lap lai 3 lan dé tinh s liéu trung binh (Kimura, 1980;
Nguyén Phi Thu Thuy, 2017).

2.2.7. Phurong phdp xir 1y s6 liéu

Céc sd liéu duoc xir Iy trén phan mém Microsoft Excel bing cong cu Data

Analysis.

Xt Iy v nghia théng ké bang phép thir Tukey trén phin mém R.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua tuyén chon cac chiing nAm men S. cerevisiae c6 kha ning sinh téng

hop B-glucan

Céc chung ndim men dugc cung cip bdi phong thi nghiém Coéng nghé Vi sinh,

khoa Sinh hoc, truong Pai hoc Pa Lat da dugc dinh danh la chung S. cerevisiae cO dac

diém khuén lac va hinh thai t& bao nhu sau:

Bang 3.1. Pac diem khuan lac va hinh thai té bao cia cac chiing S. cerevisiae

Tén chiing

Dac diém khuan lac

Hinh thai té bao

Bl

Khuan lac tron, 161 cao so vo1 mat
thach. Mau trang sita, bé mat
khuan lac 16m xudng ¢ vi tri trung

tam. Vién khuan lac déu

T¢ bao hinh cau, c6 mdt so hoi
nhon v€ mot phia. Nay choi 1
hudng, tao mot choi (t€ bao

con) trén t€ bao me.

B2

Khuén suc tron, 16i cao so voi mat
thach. Mau tréng stta, bé mat
khuan syc 16m sau (nhu hinh
6ng). Tai vi tri 16m, vién trén rat

mong. Vién khuén suc déu.

Té bao hinh cau, déu, c6 mot
sO hoi nhon vé mot phia. Nay
chdi 1 hudng, 1 té bao chdi
hinh elip hodc cau trén té bao

me.

B3

Khuan lac tron, bé mat kho, mau
trang trong, vién khong déu, cé

tua bao quanh khuén lac.

T€ bao hinh bau duc dén que,
sinh san bang hinh thirc nady
chdi, nhiéu huéng, mdi té bao

chi ndy mot choi.

B4

Khuan lac tron, nhoé cao so voi
mat thach, mau trang stra, vién

khuan lac déu.

Té bao hinh bau duc, sinh san
bang hinh thirc ndy choi, nhiéu
hudng, moi té bao chi ndy mot

choi
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Khuin lac v dinh hinh, mau Té bao tur elip dén cau 16m,
BS trang dyc. Vién xé thuy, trung tim nhon 1 phia. Té bao nay chdi 1
c6 bé mit hoi nhan, rop 1én; vién hudng, 1 té bao chdi hinh elip

nhan béng. hodac cau trén té bao me.

Dé tuyén chon nim men dé tach chiét -glucan ching t6i tién hanh nudi ciy céc
chang S. cerevisiae ¢ cung diéu kién, sau dé tién hanh tach chiét va thu hdi p-glucan dé
chon ra chung nam men c6 kha nang sinh tong hop B-glucan cao hon, két qua chi tiét

duogc trinh bay tai bang 3.2.

Bang 3.2. Két qua khao sat sinh truéng ciia cac chiing S. cerevisiae d6i véi hiéu

suat thu hdi p-glucan

Chiing nAm men M4t @0 nAm men (10° té bao/mL) Hiéu suat thu hdi (%)

B1 216+ 0,6 24,459 + 0,85
B2 25,82+ 0,58 33,662 % 0,58
B3 21,5+ 0,21 25,77 + 0,78
B4 22,5+ 0,3 26.4° + 0,22

B5 22,8" 0,39 30,25" + 0,41

(Céc sé trong cling mét cét ¢d ky tu chir cai khac nhau thé hién su khdc nhau c¢é y nghia thong
ké giiza CAC mau Véi it y nghia 5% theo phép thir Tukey)

Két qua tir bang 3.2 cho thay rang trong cc chiing nAm men dugc cung cap baoi
phong thi nghiém Cong nghé Vi sinh, khoa Sinh hoc, truong Pai hoc Pa Lat thi ching
nam men c6 ky hiéu B2 cho mat d6 sinh khdi va hiéu suét thu hdi B-glucan cao hon so
véi cac ching nam men con lai voi mat do dat 25,8 x 10° té bao/mL va hiéu suét thu hoi

la 33,66%.
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Biéu do 3.1. Mat do nam men va hiéu suat thu hoi cua cac
ching nam men

40
35 33.66
30 25.8 25.76 26.04
24.33 225 228

2 21 215 ' _ 2025
20
15
10

5

0

Chung B1 Chung B2 Chung B3 Chung B4 Chung B5

B Mat d6 nAm men (té bao/ml) M Hiéu suit thu hdi (%)

Thanh té bao ndm men dugc ciu tao chi yéu tir f-glucan, mannan, protein, lipid
va mot lwong rat nho chitin,... Protease s& thuy phan nhiing lién két protein pha v té
bao giai phong tdi da cac chat co trong thanh té bao gitp qua trinh tach chiét va tinh
sach dién ra dé dang hon. Theo nghién ctru ciia Nguyen et al. (1998) va Suphantharika
et al. (2003), cac tac gia di bao cdo rang ho chiét xuit dugc 27,5% trong luong kho cua
vach, diéu nay 1a khac biét dang ké so véi nghién ctru ctia Yiannikouris et al. (2004) la
42% trong luong kho. Sy khac biét ndy c6 thé phy thudc vao chung giéng st dung, diéu
kién nudi cdy va phuong phéap tach chiét (Rice, 2004). Qué trinh xir 1y protein theo
phuong phap enzyme cho thay su khac biét dang ké trong thanh phan cua san pham, khi
ham lugng protein giam di 9 lan, ty 1& nghich véi ham lugng B-glucan ting gan gap doi
(Jaehrig et al., 2008).

Tir két qua nghién ctru trén, chung t6i chon chiing nAm men B2 dé thuc hién cac
nghién ctru tiép theo ciia dé tai.
3.2. Két qua khao séat cac yéu té anh hwéng dén hiéu suat thu héi p glucan
3.2.1. Anh hwong cia diéu Kién méi trwong Ién men dén hiéu sudt thu héi f glucan

Tién hanh khao sat chung nAim men B2 trén 3 mdi trudng H1, H2 va H3 (xem
phu luc 3) ¢ diéu kién pH = 5.5, nhiét d6 30°C, 24 gio. Sau qué trinh nudi ciy tién hanh
thu nhan sinh khéi, tach chiét va xac dinh hi¢u suat thu hdi p-glucan. Két qua ghi nhan

duoc thé hién trong bang 3.3.
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Biang 3.3. Két qua khio sat sy anh hwéng ciia méi trwong ddi véi qua trinh sinh

treéng nAim men va hiéu suit thu hdi p-glucan

Moi truong H1 H2 H3

Mait d§ nam men 10°

(té bao/mL)

24,7+ 0,22 27,1° £ 0,33 30,32+ 0,29

Hi¢u sut thu hdi (%)  31,76°+091  32,71°+0,32 34,212+ 0,99

(Céc so trong ciing mét hang c6 ky tu chir cai khac nhau thé hién su khdc nhau ¢6 y nghia thong
ké giira CAC mau Véi mike y nghia 5% theo phép thir Tukey)
Két qua tir bang 3.3 cho thay rang méi trudng H3 thich hop cho ching ndm men
B2 v&i mat do sinh khoi dat 30,3 x 10° (t& bao/mL) véi hiéu suat thu hoi B-glucan dat
34,21%. Con ¢ 2 moi truong H1 va H2 khong c6 su chénh Iéch 16n gitra 2 moéi truong
vé hiéu suat thu hoi p-glucan.
Biéu d6 3.2. Anh hwéng diéu kién méi truwong dén

mat d nam men va hiéu suat thu hdi p-glucan

40.00 34.21
32.71 :
31.76 3030
27.10

30.00 24.70

25.00

20.00

15.00

10.00
H1 H2 H3
Mat d6 nAm men (té Hiéu sut thu hdi

Nhu vay, voi viéc khdo sat moi truong nudi cay anh hudng dén qua trinh nhan
sinh khoi ching nam men B2, d€ nang cao mat do nam men cling nhu hi¢u suat thu hoi

chung t6i chon moéi trudng H3 cho khao st tiép theo.
3.2.2. Anh hwong cua diéu Kién pH déi véi hiéu suat thu hoi § glucan

Tién hanh khao sat chung nAim men B2 trén 3 nong do pH 5.0, 5.5, 6.0 va ¢ diéu
kién moi truong H3, nhiét 6 30°C, 24 gio. Sau qua trinh nudi cdy tién hanh thu nhan
sinh khoi, tach chiét va xac dinh hiéu suat thu hoi B-glucan. Két qua ghi nhan duoc thé

hién trong bang 3.4 dudi day:
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Bang 3.4. Két qua khio sat sy anh huéng ciia pH dbi v6i qua trinh sinh truéng

nim men va hiéu suit thu hdi p-glucan

pH 5.0 55 6.0

Mait dd nAm men 10°
(& bao/mL) 22,5°+0,69 30,32+ 0,29 21,8 +0,53

Hi¢u suit thu hdi (%) 33,229+ 0,41 34,212+0,99  32,04°+ 0,67

(Céc so trong ciing mgt hang c6 ky tu chir cai khac nhau thé hién su khdc nhau ¢6 y nghia thong

ké giira CAC mau Véi mike y nghia 5% theo phép thir Tukey)

Két qua tir bang 3.4 trén cho thay rang pH méi trudng & mirc 5.5 13 pH thich hop

cho sy sinh trudng va phat trién cua chung nam men B2.

Biéu d6 3.3. Anh hwéng ciia diéu kién pH dén mat
dd nam men va hiéu suat thu hoi B - glucan

40.00
35.00 33.22 30.30 3421 32.04
30.00
25.00 22.50 21.80
20.00
15.00
10.00

5.00

0.00

pH=5 pH=5.5 pH=16.0
B Mat do ndm men (té bao/ml) Hiéu suét thu hdi (%)

Theo nghién cru cia Medawar et al. (2003) thi pH c6 anh huéng nhét dinh toi
qua trinh sinh truéng va phat trién ciia nAm men. Qua sb liéu thuc nghiém thu duoc bang
3.4 va biéu d6 3.3 cho thiy khi diéu chinh pH 13 5.0, 5.5, 6.0 di dan dén sy thay d6i vé
hiéu suét thu hdi san pham. Tai pH 5.5 cho thiy sinh khéi ndm men 1a 30,3 x 10° (té
bao/mL) va dat 34,42% hiéu suat thu hdi trén moi truong H3 twong tng. Theo két qua
nghién ctru ctia Ngo Thi Huyén Trang & Vii Vian Hanh (2017), sinh khdi ndm men ting
dan khi gia tri pH tang dan va cao nhat tai pH 6, dat 10,43 g sinh khdi kho/L. Két qua

nay ciing phu hop vdi nghién ctru cua Lamees et al. (2013). Tuy nhién, tuy nhitng chiing
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nam men khac nhau ma su anh huong cua diéu kién pH dén mat d6 va hiéu suét thu hoi
B-glucan Ia khac nhau.
3.2.3. Anh hwong cia diéu kién thoi gian déi véi véi hidu sudt thu hoi B glucan

Tién hanh khao sat qua trinh sinh truéng chung ndm men B2 ¢ diéu kién moi
truong H3, pH = 5.5, nhiét 46 30°C. Xac dinh mat d6 ndm men, hiéu suat thu hodi p-

glucan sau mdi 4 gio. Két qua ghi nhan duoc thé hién trong bang 3.5.

Bang 3.5. Két qua khao sat sw anh hwéng ciia thoi gian ddi véi qua trinh sinh

treéng nim men va hiéu suit thu hdi p-glucan

Thoi gian 16 gio 20 gio 24 gio

Mait dd nAm men 10°

(té bao/mL)

30°+0,72 32,52 +0,45 30,3+ 0,29

Hiéu suét thu hoi (%) 30,53°+ 0,89 36,312+ 0,53 34,210 + 0,99

(Céc so trong cting mét hang c6 ky tu char cai khac nhau thé hién su khdc nhau ¢é y nghia thong
ké gisa CAC madu Véi mirc y nghia 5% theo phép thir Tukey)

Biéu d6 3.4. Anh hwéng diéu kién thoi gian dén mat do
nam men va hi¢u suat thu hoi caa p-glucan

40 36.31 ST

30 3053 82.5 30.3
30
20
10
0
16 gio 20 gio 24 gio
B Mat d6 ndm men (té bao/ml) Hiéu suét thu hdi (%)

Két qua tir bang 3.5 va biéu do 3.4 cho thay sinh khéi nAm men cao nhat sau 20
gid 1én men v&i mat d6 13 32,5 x 10° (& bao/mL) va hiéu suat thu hdi 14 36,21% va giam
dan sau d6. Theo nghién ctru ciia Ng6 Thi Huyén Trang & Vii Van Hanh (2017) thi thoi
gian 1én men 16ng c6 anh hudng rd rét dén sinh trudng va phat trién ciia nAm men cu thé

sinh khdi ndm men cao nhét sau 18 gid 1én men. Két qua nay ciing phit hop vai qua trinh
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sinh trudng va phat trién trong nudi ciy lién tuc cia ndm men. Sau 22 gio, khéi luong
kho ndm men hau nhu khong thay doi.
3.2.4. Anh hwong cua diéu kién nhiét dé dai véi hiéu suat thu hoi B glucan

Tién hanh khao sat chung nim men B2 trén 3 khoang nhiét d6 20, 25, 30°C va &
diéu kién méi truong H3, pH = 5.5, 20 gio. Sau qua trinh nudi cy tién hanh thu nhan
sinh khéi, tach chiét va xac dinh hiéu suét thu hdi B-glucan. Két qua ghi nhan dugc thé
hién trong bang 3.6.
Biang 3.6. Két qua khio sat s anh hwéng ciia nhiét do ddi voi qua trinh sinh truéng

nam men va hiéu suit thu hdi p-glucan

Nhiét dd 20°C 25°C 30°C
Ay AR A 9
Mat do nam men 10 22,8+ 0,42 32,24+ 0,51 20,30 + 0,38
(té bao/mL)
Hiéu suat thu hdi (%)  31,26°+0,97 36,212 + 0,99 34,2° £ 0,89

(Céc so trong ciing mgt hang c6 ky tu chiz cai khac nhau thé hién su khac nhau ¢6 y nghia thong

ké giira CAC mau Vi mike y nghia 5% theo phép thir Tukey)

Tir két qua bang 3.6 cho thiy nhiét do anh huéng truc tiép dén mat do sinh khoi
va hiéu suat thu hdi B-glucan cua ching nam men B2. Vi nhiét d6 25°C thi mat d6 sinh
khéi dat 32,2 x 10° (té bao/mL) va hiéu suat thu hoi dat 36,21% 1a cao hon so véi cac

mdc nhiét do khac ma chung t6i d khao sat.

Biéu d6 3.5. Anh hwéng diéu kién nhiét do dén mat
d9 nam men va hiéu suat thu hoi p-glucan

40 36.21
35 31.26 32.2

30

95 22.8

20

15

10

34.20
29.3

20°C 25°C 30°C

Mat d6 ndm men (& bao/ml) Hiéu suét thu hdi (%)
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Két qua nay turong dong v6i Deed et al. (2017), ngudi di bao céo rang & nhiét do
cao hon ¢6 1gi cho qué trinh 1én men, trong khi nhiét d thap dan dén qué trinh 1én men
chdm hon c6 thé 1am giam kha ning chiu dung cua nim men ddi véi cac chat e ché
khac. Chiing bi anh huéng dang ké boi nhiét do 1én men, khi nhiét d6 ting tir 25°C dén

30°C thi cho mat d6 nAm men va hiéu suit thu hoi cao hon khi 1én men duéi 25°C.

Qua qué trinh khdo sat anh hudng cta nhiét do d6i voi qua trinh sinh trudng va
phat trién ctia ndm men cho két qua tai nhiét d6 25°C thi t6t hon so v6i 2 nhiét do con
lai. Do d6 chung t61 chon nhi¢t o 25°C dé tiép tuc thuc hién cac khao sat tiép theo.
3.3. Két qua danh gia anh hwong cia EDTA va SDS

Tién hanh khao sat ching nAm men B2 trén méi truong H3 ¢ diéu kién pH = 5.5,
nhiét do 25°C, 20 gio. Sau qua trinh nuoi céy tién hanh thu nhan sinh khoi, tach chiét va
xéc dinh hiéu suat thu hoi p-glucan. Két qua ghi nhan duogc thé hién trong bang 3.7 duéi
day:

Bang 3.7. Két qua khao sat sy znh huéng ciia EDTA va SDS ddi v6i qua trinh sinh

trwéng nAm men va hiéu suit thu hdi p-glucan

Poi chirng EDTA SDS EDTA va SDS

Mat d6 nam
men 10° (té 32,2¢+0,51 33,2°+0,2 35,1+ 0,6 412+ 0,75
bao/mL)

Hiéu suit thu

. 36,21°+0,99 37,09°+0,69 38,24°+0,54  40,72+0,72
hoi (%)

(Céc so trong cting mét hang c6 ky tu char cai khac nhau thé hién su khdc nhau ¢é y nghia thong
ké giiza CAC mau Véi mutc y nghia 5% theo phép thir Tukey)

Két qua tir bang 3.7 cho thay rang su két hop giira SDS va EDTA gitip thic day
sinh truéng va phat trién ctia nAm men trong méi trudng ciing nhu 13 ting cudng qua
trinh tong hop B-glucan trong té bao va ting higu suat thu hodi san pham. Vi cac chi sd
vé mat do va hiéu suat thu hoi lan luot dat 41 x 10° té bao/mL va 40,7% thi chung toi

chon diéu kién két hop nay dé 1én men thu sinh kh6i nAm men va p-glucan.
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Biéu d6 3.6. Anh hudng diéu kién EDTA va SDS dén
mat d) nam men va hiéu suat thu hoi p-glucan

45 41 40.70
40 36.21 37.09 38.24
33.2 35.1

35 32.2 :
30
25
20
15
10

5

0

bai chirng EDTA SDS EDTA va SDS

B Mat d6 nAm men (t& bao/ml) B Hiéu suit thu hdi (%)

Nguoi ta thdy rang ham luong B-glucan ciia nghiém thirc ¢6 bo sung 100 ppm
SDS cho thay ham lugng B-glucan cao nhat, cao hon so vé6i ddi chirng (cao hon khoang
39%). Két qua twong tng t6t voi cac nghién ciru trude do bao cao rang chat tay rira,
SDS, c6 thé hoat dong trén mang sinh chat, c6 thé 1am ting hoat dong tong hop p-1,3-
glucan va kich thich su khir cuc cua gen tong hop B-glucan (Frost et al, 1992; Frost et
al, 1994; Delley & Hall, 1999; Casano et al, 2001; Lesage & Bussey, 2006). Do d6, qua
trinh nay choi, tong hop thanh té bao, sé luong té bao va ham luong B-glucan dugc ting
1én, thanh té bao dugc sinh tong hop chil yéu trong qua trinh nay choi (Frost et al, 1994;
Cabib, 2001). Ty 1é polysaccharide trén protein cho thdy cao hon so véi ddi ching va
cac nghiém thirc khac khi ndm men dugc nudi cdy voi 100 ppm SDS, nghia 1a ham
lugng protein trong té bao nAm men thap hon. Boi vi mot s6 protein trong thanh té bao
c6 thé duoc chiét xuit bang SDS, do d6, protein thap di dugc quan sat thay (Montijn et
al, 1999). S luong polysaccharide cao hon dugc tim thdy khi nAm men dugc nudi ciy
v6i mot sd chat phy gia. Ngoai trir khi nAm men duoc nudi cay véi 50 ppm EDTA thi ty
1¢ glucan thap hon mot chit so véi SDS. Két qua nay cé thé dugc giai thich rang EDTA
kich thich B- (1,3) glucan tong hop, vi vay viéc co bd sung thém EDTA thi hiéu suat dat
cao hon, do d6 ty 1é d6i ching thap nhat so véi viéc bo sung EDTA va SDS di duoc
quan sat (Leal et al, 1984; Guillen et al, 1985).

ba co6 bdo cdo rang viéc bo sung EDTA, florua va GTP vao moi truong nudi cay

s& kich thich hoat dong tong hop B-1,3-glucan & S. cerevisiae (Leal et al., 1984). Do do,
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13 rang 13 cac chat phu gia c6 thé kich hoat sy hinh thanh B-glucan va téng hop thanh té
bao cua té bao ndm men (Delley & Hall, 1999; Smits et al., 2001; Klis et al., 2002;
Hohmann, 2003). Nhu vay, viéc ndim men duoc nudi ciy trong méi trudng c6 bd sung
SDS va EDTA cho thay ring cac chit phu gia c6 thé kich hoat san sinh thanh té bao,

phan nhanh va tong hop B-glucan trong té bao nam men (Naruemon et al, 2013).
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KET LUAN VA KIEN NGHI
1. Két luan

1. Tir 5 chung nim men S. cerevisiae dugc cung cap bai phong thi nghiém Cong
ngh¢ Vi sinh, khoa Sinh hoc, truong Pai hoc Pa Lat chiing t61 da tuyén chon duogc ching
ndm men ky hi¢u 1a B2 cho mat d¢ sinh khdi va hiéu suét thu hoi B-glucan cao hon so
voi cac chung ndm men con lai véi mat do dat 25,8 x 10° té bao/mL va hiéu suét thu hoi
1a 33,66%.

2. Diéu kién thich hop dé nhan nudi sinh khdi ndm men c6 kha ning sinh tong
hop B-glucan la: méi truong H3, nhiét do 25°C, pH 5.5, va thoi gian nuoi céy 1a 20 gio.

3. Su két hop gitta SDS va EDTA véi ham lugng 1an luot 12 80 pg/L va 30 pg/L
vao moi trudng nudi cdy c6 kha niang thuc ddy sy phat trién cia nAm men va kich thich
qua trinh sinh tong hop B-glucan co trong thanh té bao ndm men. V&i cac chi s6 vé mat
d0 va hi¢u suét thu hoi 1an luot dat 41 x 10° t€ bao/mL va 40,7%.

2. Kién nghi
Tiép tuc nghién ciru toi wu hoa cac thong sb: pH, thoi gian, nhiét do trong

qua trinh 1én men bang hé thdng Bioreactor.
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PHU LUC

Phu luc 1: Hinh anh c&c chiing nAm men S. cerevisiae
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Hinh 1.1. Dic diém khuén lac va hinh thai té bao chung B1

Hinh 1.3. Diac diém khuan lac va hinh thai té bao chung B3
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Hinh 1.5. Pac diém khuan lac va hinh thai té bao chung B5

36



Phu luc 2: Hinh anh cac thi nghi¢m tach chiét p — glucan

Hinh anh té bao nAm men bi phé v&

‘ Qua trinh thay phéan p — glucan

Hinh anh mau B — glucan sau khi duoc
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Phu luc 3: Méi truwong nudi cay

Moi trwong Hansen (H1)

Sucrose 509
Peptone 109
K2HPO4 39
MgS0O4.7H20 29
Nudc cit 1000mL

M&éi truwong Hansen cai tién (H2)

Sucrose 50g
Nudéc chiét thit 100mL
K2HPO4 39
MgS0O4.7H20 29
Nudéc chiét gia 200mL
Vitamin B1 1%
Nuéc cat 700mL

Maoéi truwong H3

Dich chiét gia 50%
Dich chiét khoai 25%
Gi duong 25%

Dich chiét khoai: cat nho 1 kg khoai tay, cho vao 11 nudc, dun trong 30 phiit
sau do6 loc bo b lay dich chiét.

Dich chiét gi&: bop vun 1kg gia, cho vao 11 nude, dun trong 30 phut sau d6 loc
bo ba lay dich chiét.

Dich chiét thit: cat nho 100g thit nac, cho vao 11 nudc, dun trong 1 gid sau d6
loc bo b lay dich chiét.

Gi duong: pha lodng 100mL gi duong trong 500mL nudc, dun sdi cho tan hét
dich ri duong, st dung H2SO4 taa cac chat kh tan ton tai trong dung dich, loc bo taa
sau d6 dwa pH dung dich vé 5.0.
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Phu luc 4: Xir ly s liéu

S6 liéu vé mat dé nAm men caa cac chiing nAm men S. cerevisiae

Chung nim men Mt d6 (10° té bao/ml) Trung binh
Bl 21.53 21.12 20.35 21
B2 25.86 25.19 26.35 25.8
B3 21.33 21.74 21.43 21.5
B4 22.74 22.59 22.17 22.5
B5 22.93 22.36 23.11 22.8

S6 liéu vé khéi lwrgng sinh khoi ban dau cia cac chiing nam men S. cerevisiae

Chung nam men | Khoi luong sinh khoi ban dau (g) | Trung binh
Bl 19 18.85 18.34 18.73
B2 23.2 24.05 23.7 23.65
B3 19.12 18.73 18.97 18.94
B4 19.26 20.73 19.65 19.88
B5 22.1 21.85 21.3 21.75

S6 ligu vé khoi lwgng sinh khoi kho ciaa cac chiing nam men S. cerevisiae

Chung nim men Khéi luong sinh khoi kho (g) Trung binh
Bl 4.78 4.65 4.31 4.58
B2 7.87 7.96 8.05 7.96
B3 4.98 491 4.75 4.88
B4 5.45 5.24 5.06 5.25
B5 6.59 6.54 6.61 6.58
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S6 liéu vé hiéu suat thu hdi cia cac chiing nam men S. cerevisiae

Chung nim men Hiéu suat thu hoi (%) Trung binh
Bl 25.16 24.67 23.50 24.44
B2 33.21 34.31 33.47 33.66
B3 26.59 25.68 25.04 25.77
B4 26.29 26.67 26.27 26.41
B5 30.16 30.70 29.91 30.26

S6 liéu vé mat @6 nAm men caia anh hwéng diéu Kién mai trueong

Moi trudng Mat d6 (10° té bao/ml) Trung binh
H1 24.85 24.8 24.45 24.7
H2 27.24 26.72 27.34 27.1
H3 29.99 30.57 30.34 30.3

S6 liéu vé khoi lwgng sinh khoi ban diu ciia anh hwéng diéu Kién mdi trueong

Moi trudng Khéi lwong sinh khoi ban dau (g) | Trung binh
H1 19.97 19.47 18.85 19.43
H2 21.73 20.93 21.99 21.55
H3 23.44 24.13 23.98 23.85

S6 ligu vé khoi lrgng sinh khoi kho cia anh hwéng didu Kién méi truong

Moi trudng Khoi lugng sinh khoi kho (g) Trung binh
H1 6.54 6.13 5.84 6.17
H2 7.03 6.87 7.25 7.05
H3 7.76 8.45 8.27 8.16

S6 ligu vé hiéu suit thu hdi ciia anh hwong diéu kién méi truwong

Méi truong Hiéu suat thu hoi (%) Trung binh
H1 32.75 31.48 30.98 31.74
H2 32.35 32.82 32.97 32.71
H3 33.11 35.02 34.49 34.21
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S6 lieu vé mat a6 nAm men cia anh hwéng diéu kién pH

pH Mt d6 (10° té bao/ml) Trung binh
5,0 23.1 22.65 21.75 22.5
55 30.34 29.99 30.57 30.3
6,0 21.25 22.31 21.84 21.8

S6 liéu vé khoi lwgng sinh khéi ban diu cia anh hwéng diéu kién pH

pH Khéi lwong sinh khéi ban dau (g) | Trung binh
5 23.01 22.46 22.18 22.55
55 23.98 23.44 24.13 23.85
6 19.76 20.51 20.12 20.13

S6 liéu vé khoi lwgng sinh khoi khé cia anh hwéng diéu kién pH

pH Khoi luong sinh khoi kho (g) Trung binh
5 6.56 6.32 6.47 6.45
55 7.51 7.26 7.7 7.49
6 7.76 8.45 8.27 8.16

S6 liéu vé hiéu suat thu hoi ciia anh hwéng diéu kién pH

pH Hiéu suat thu hoi (%) Trung binh
5 28.51 28.14 29.17 28.61
55 31.32 30.97 31.91 31.40
6 39.27 41.20 41.10 40.52

S6 liéu vé mat @6 nAm men cia anh huéng diéu kién thoi gian

Thoi gian Mat d6 (10° té bao/ml) Trung binh
16 gio 30.6 30.2 29.2 30
20 gioy 32.48 32.06 32.96 32.5
24 gidy 29.99 30.57 30.34 30.3
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S6 liéu vé khoi lwgng sinh khoi ban diu ciia anh hwéng diéu kién thoi gian

Thoi gian Khoi lugng sinh khoi ban dau (g) | Trung binh
16 gio 23.89 23.34 23.12 23.45
20 gio 24.31 23.42 24.57 24.1
24 gioy 23.44 24.13 23.98 23.85

S6 liéu vé khoi hrong sinh khoi khé ctia anh hwéng diéu kién thoi gian

Thoi gian Khoi lugng sinh khoi kho (g) Trung binh
16 gio 7.43 7.23 6.82 7.16
20 gioy 8.87 8.36 9.02 8.75
24 gio 7.76 8.45 8.27 8.16

S6 liéu vé hiéu suat thu hoi cia anh hwéng diéu kién thei gian

Thoi gian Hiéu suat thu hoi (%) Trung binh
16 gio 31.10 30.98 29.50 30.53
20 gio 36.49 35.70 36.71 36.30
24 gioy 33.11 35.02 34.49 34.20

S6 liéu vé mat @6 nAm men ciia anh hwéng diéu kién nhiét do

Mat d6 (10° té bao/ml) .
Nhiét do Trung binh
20°C 23.17 22.89 22.34 22.8
25°C 32.32 31.64 32.64 32.2
30°C 28.87 29.61 29.42 29.3

S6 liéu vé khoi lwong sinh khoi ban dau ciia anh hwéng diéu kién nhiét do

Nhiét do Khéi luong sinh khoi ban dau (g) | Trung binh
20°C 23.16 22.89 22.29 22.78
25°C 24.32 23.72 24.86 24.3
30°C 22.91 23.93 23.51 23.45
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S6 liéu vé khoi lwgng sinh khoi khé cia anh hwéng diéu kién nhiét do

Nhiét d6 Khéi lwong sinh khéi kho (g) Trung binh
20°C 7.32 7.32 6.72 7.12
25°C 8.98 8.32 9.1 8.8
30°C 7.6 8.34 8.12 8.02

S6 liéu vé hiéu suét thu hoi cia anh hwéng diéu kién nhiét do

Nhiét do Hiéu suét thu hoi (%) Trung binh
20°C 31.61 31.98 30.15 31.24
25°C 36.92 35.08 36.60 36.20
30°C 33.17 34.85 34.54 34.19

S6 liéu vé mat @6 nAm men cia anh hwéng EDTA va SDS

Mat d6 (10°té bao/ml) Trung binh
bPC 32.64 32.32 31.64 32.2
EDTA 33.12 33.05 33.43 33.2
SDS 34.48 35.67 35.15 35.1
EDTAvasSDS | 4158 41.27 40.15 41

S6 liéu vé khoi lwgng sinh khoi ban diu ciia anh hwéng EDTA va SDS

Khéi luong sinh khoi ban dau (g) | Trung binh
bC 24.86 24.32 23.72 24.3
EDTA 25.51 24.94 25.99 25.48
SDS 25.3 26.66 26.34 26.1
EDTAvasSDS | 27.56 27.32 26.27 27.05

S6 liéu vé khoi lwong sinh khoi khé ciia anh hwéng EDTA va SDS

Khéi luong sinh khoi kho (g) Trung binh
bC 9.1 8.98 8.32 8.8
EDTA 9.54 9.05 9.76 9.45
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SDS

9.82

10.18

9.94

9.98

EDTA va SDS

11.02

11.32

10.69

11.01

S6 liéu vé hiéu suit thu hdi cia anh hwéng EDTA va SDS

Hiéu suét thu hoi (%) Trung binh
PC 36.60 36.92 35.08 36.20
EDTA 37.40 36.29 37.55 37.08
SDS 38.81 38.18 37.74 38.25
EDTAvasSDS | 39.99 41.43 40.69 40.70
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