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TOM TAT

Ching nAm men Saccharomyces cerevisiae D8 phén 1ap tir dich dira Queen di dugc cong bd (Hoang Thi
Le Thuong et al., 2017) c6 hoat lyc 1én men cao, dat 12,37% v/v ethanol trong moi truong 1én men c6 ham
lwong duong tdng tir 200 g/L tré 1én. Nhim néng cao hoat lyc 1én men ethanol, té bao ching S. cerevisiae D8
dugc gay dot bién ngdu nhién bing hoa chit (N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine - NTG) va tia cuc tim UV.
Két qua khao sat cho thdy trong cung khoang thoi gian xur 1y, 1% NTG co6 khad nang gy chét cao hon tia UV
(260 nm, 50W). Khi gay dot bién két hop NTG va UV, ty 1¢ té bao chét tang, thoi gian gly chét giam so voi
gdy dot bién riéng 1& voi mot trong hai yéu tb trén. Nghién ctru hoat lyc 1én men cua céc té bao con sdng sau
khi xir ly bing NTG va UV, chiing toi da sang loc, tuyén chon dugc 13 dong nim men dét bién tich lity c6 kha
ndng 1én men ethanol cao hon chung nim men S. cerevisiae D8. Trong d6, dong dot bién NU 120.4 c6 kha
ning sinh téng hop ethanol cao nhat (ting 22% so vdi ching S. cerevisiae D8). Dong dot bién tich liy nay
cling c6 kha nang chiu ethanol va chiu dudng cao hon chung S. cerevisiae D8 trong mdi truong 1én men. Déc
biét, dong dot bién nay c6 kha ndng 1én men ethanol tuong dbi 6n dinh, ham luong ethanol dat téi 15,07 +
0,12%, hiéu suit 1én men dat 92,62 + 0,2%. Trong khi chung S. cerevisiae D8 1én men chi dat ham lugng
ethanol t6i da 14 12,37 % 0,2% trong dich ép dira chira 250 g/L duong tdng. Vi kha ning 1én men ethanol én

dinh, dong d6t bién nay co tiém ning img dung vao san xuét ethanol cao db tir dich dira.
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DAT VAN BE

Trong nhiing nam gan day, viéc cai tién glong
nidm men trong san xuét bang cac ky thuat di truyén
nhim nang cao hiéu suit 1én men dugc quan tam
nghién ciru. Cac ky thuat duge st dung chi yéu l1a
cong nghé DNA tai to hop, dot bién gen dinh hudng
va dot bién ngﬁu nhién (Fleet, 2008; Lui et al., 2011;
Swinnen et al., 2012; Duveau et al., 2014; Fang et
al., 2014). Tuy nhién, cong nghé gen trong thyc
pharn hién van dang 1a van dé tranh cii. Do vay, cai
tién cac chung giong trong cong nghé thuc pham
bing cac dot bién nglu nhién s& 1a mot loi thé
(Fiedurek et al., 2011; Steensels ef al., 2014; Glynn,
2016). Str dung NTG gay dot bién trén nhom alkyl
dan dén sy bat cap nham voi thymin chii yéu sinh ra
dot bién diém thay thé cip GC bang cap AT, sb it
con lai gay dot bién méat doan va dich chuyén khung

doc. Chiéu tia UV (50W) 260 nm gdy ra hién tuong
gan két giita hai vong pyrimidine gin nhau tao lién
két dimer (dimer thymine hodc dimer cystosine) va
lam t6n throng DNA. Qua qua trinh sao chép DNA,
thé dai CC chuyén thanh thé dot bién TT, két qua 1a
cdp GC chuyén thanh AC khi chiéu tia UV (Reed,
Nagdawithna, 1991). Trén thé giéi va & Viét Nam,
sir dung hoa chat NTG va tia UV gy dot bién ngiu
nhién d3 duoc tién hanh trén mot s6 nAm ky sinh con
tring va vi khuén acetic (Lawrence ef al., 1985; Vii
Van Hanh et al., 2012; bd Thi Kim Loan et al.,
2015). Mic du véy, phan 16n cac cong trinh nghién
clru nay chua dé cap dén viéc két hop giita NTG va
UV. Bottcher va Mikrobio (1997) da nghién ctru do
nhay cam ciia UV va NTG trén té bao nim men.
Swinnen et al., (2012) cling méi chi nghién ctru anh
huong cia UV va NTG dén tan suat dot bién cta cac
allele. Muyc tiéu cua nghién ciru nay la xac dinh mirc
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d6 anh huong cua cdc tac nhan dot bién UV va NTG
dén ti 18 song cua chung S. cerevisiae D8 va sang loc
céc dong té bao sdng sot dé tuyén chon cac dong cb
hoat lyc 1én men cao nhim nang cao hoat lyc 1én
men ethanol ciia ching nim men S. cerevisize D8
trong dich dira Queen.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP
Vit liéu

Chung ndm men S. cerevisiae D8 dwoc phan 1ap
va tuyén chon trén qua dira Queen trong tai Nong
truong dira Pdng Giao, thanh phd Tam Biép, tinh
Ninh Binh. Chung ndm men nay dwoc nhém nghién
ctru Hoang Thi Le Thuong et al., (2017) bao quan va
cung cép tai B mon Cong nghé sinh hoc - Vi sinh,
Khoa Sinh hoc, Truong Pai hoc su pham Ha Noi. N-
methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine (Merck, Ptic) va
Ultra Violet (50W) 260 nm (Thomas, M) 1a hai tac
nhan gy dot bién.

Cac moi truong duge su dung bao gém: Mbi
truong nhan giong (g/L) gom saccharose: 70,
(NH4),SOy: 2, nudc chiét gia dd: 100, pH 4,0. Moi
truong 1€n men la dich ép dra c6 ham luong dudng
tong 200, luong oxy hoa tan 7 mg/L, ham luong men
gidng bd sung 17,3 x 10° t& bao/mL dich 1én men,
pH 4,0. Méi truong dia thach 1a moéi truong Hansen
dic (g/L) gdbm c6 glucose: 50, pepton: 10, KH,PO,:
3, MgS0,4.7H,0: 2, agar: 20, pH 5,0. Mdi trudong
nghién ctru kha nang chiu ethanol 1a moéi truong 1én
men c6 bd sung ethanol v6i ndng d ban dau tir 5
dén 13%. Moi truong nghién ctru kha ning chiu
duong 1a moi truong 1én men co bd sung ham luong
duong tir 200 dén 350 g/L.

Phwong phap
Gay dét bién bang NTG

Chung ndm men S. cerevisiae D8 dugc hoat hoa
trén moi truong nhan gidng, nuéi ¢ 28°C, lic 200
rpm trong 24 h. Sau d6, 20 mL dich té bao dugc ly
tdm 10.000 rpm & 4°C dé loai bo dich nbi va thu sinh
khdi. Mot nira sinh khéi duge st dung dé xac dinh sb
luong té bao; mot nira con lai dwoc hoa tan vao 200
mL dung dich NTG (10 mg/100 mL), lic déu, chia
thanh 5 16 dé xr 1y & cac khoang thoi gian lan luot 1a
40, 60, 80, 120 va 140 min. Sau thoi gian xu 1y, 3
mL dich té bao duoc ly tdm thu sinh khéi. Can té bao
duoc rira bang nudc cit 2 lan dé loai bo NTG va ly
tam thu sinh khéi dé dém sé luong té bao sdng sot.

Té bao sau khi xur ly dot bién dugc hoat héa trén
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mdi trudng nhan giéng ¢ 28°C, lic 200 rpm. Sau 24
h, dich t& bao dugc ly tim thu sinh khdi, pha lodng
bang nudc cit va trai trén moéi trudng Hansen dic.
Céac dong té bao dot bién con séng (co hinh thanh
khuan lac) dugc cdy chuyén sang moi trudng méi dé
tuyén chon cac dong c6 kha nang 1én men cao (Reed,
Nagdawithna, 1991).

Tao dpt bién bang tia UV

Chung ndm men S. cerevisiae D8 dugc hoat hoa
trong mdi truong nhan gidng ¢ 28°C, lic 200 rpm.
Sau 24 h nuéi cdy, 20 mL dich t& bao dugc ly tam
10.000 rpm & 4°C dé loai bo dich ndi, thu sinh khi
té bao. Can té bao nim men sau d6 dugc pha lodng
tro lai b:?lng nuée cht va trai trén céc dia Petri; cac dia
Petri nay dugc chia thanh hai 16 béng nhau: 16 1 dat
vao ti am 28°C, 16 2 dugc xir Iy voi UV trong cac
khoang thoi gian khac nhau (tir 60 dén 140 min),
khoang cach tir ngudn UV dén dia Petri 1a 30 cm. S6
luong té bao sdng ¢ ca 2 16 dwoc xac dinh thong qua
s6 luong khuin lac hinh thanh (CFU) (Reed,
Nagdawithna, 1991).

Tao dpt bién tich liiy bang NTG két hop véi UV

Dong dot bién tuyen chon dugc sau khi xur ly boi
NTG duogc nudi cay trén moi truong nhan giong &
28°C, lic 200 rpm trong 24 h. Can té bao nam men
duogc ly tim dé loai bo dich ndi va thu sinh khéi té
bao. Sau d6, can té bao duge chia thanh hai 16 bé‘mg
nhau va tiép tuc xr Iy véi NTG két hop UV (két hop
2 thi nghiém dugc mo ta ¢ trén).

Sing loc va tuyén chon dong dpt bién cé hoat luc
lén men ethanol cao

Cac t& bao chung S. cerevisiae D8 sdng sot
sau qua trinh xtr 1y dot bién bang NTG va dot bién
tich liiy bang NTG két hop v6i UV duge cdy trén
moi truong Hansen dac. Sau hai ngay nuéi trong
ta 4m, cac dong té bao nAm men dot bién duge
tach sang moéi truong méi dé sang loc so bo cac
dong té bao sinh ethanol cao hon ching nim men
S. cerevisiae D8 dya vao lugong duong du trong
moi truong 1én men.

Panh gia hoat lyc 1én men cta cac dong da dugc
xtr 1y dot bién so véi chung S. cerevisiae D8 trén moi
truong 1én men, voi cung mét luong men gidng la
17,3 x 10° t& bao/mL. Qua trinh 1én men dugc tién
hanh trong cac binh vo trung c6 dung tich 500 mL,
trong thoi gian 10 ngay.

Xac d_inh,sé' lwong té bao sﬁ'ng bang phwong phdp
dem khudn lac (Mai Thi Hang et al., 2011)
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Xdc dinh ty I¢ té bao chét theo cong thirc:

b

—C
a (%) ====x 100

Trong d6: a: Ty 1& t& bao chét; b: S6 t& bao trén mau dbi
chitng; c: SO té bao trén mau thi nghiém (Nguyen Hoai
Hwong, Bui van Thé Vinh, 2009).

Xdc dinh hoat luc lén men

Hoat lyc 1én men dugc xac dinh so b thong qua
lwong duong du trong dich sau 1én men bang phuong
phap DNS (Miller, 1959) va danh gia hoat luc 1én
men thong qua lugng ethanol tao thanh (Nguyén
Dinh Thuong, Nguyén Thanh Hing, 2007).

Cac thi nghiém duogc lap lai 3 l4n dé xéac dinh gia

tri trung binh va d¢ léch chuédn trén phﬁn mém
Microsoft Excel 2010.

KET QUA VA THAO LUAN

Tac dung gy chét ciia hoa chit NTG, tia cue tim
UV va ket hgp NTG véi UV den té bao nam men
S. cerevisiae D8

Chung nim men S. cerevisiae D8 dugc gy dot
bién bang ca 3 phuong phap: Str dung NTG, tia cuc
tim UV va két hop NTG véi UV trong khoang thoi
gian tir 20 - 140 min. Tac dung gay chét cua timg tac
nhén d6t bién dén té bao ndm men S. cerevisiae D8
dugc trinh bay trong hinh 1.
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Hinh 1. Tac dung gay chét clia héa chat NTG, tia cuc tim UV va két hop NTG véi UV dén té bao ndm men S. cerevisiae D8.

Hoa chit NTG va tia UV 1a cac tac nhan gay dot
bién ngau nhién c6 anh hudng lon dén kha nang
song sot cla t€ bao nam men S. cerevisiae D8. Thoi

gian xtr 1y t& bao voi cac tac nhan dot bién cang dai
thi ty 1€ chét cang tang. Trong cung mét khoang thoi
gian, ty 1€ nam men chét do bi xu 1y boi NTG cao
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hon so vé6i khi xir 1y bang tia UV: Sau 20 min s6
lwong té bao chét do xtur 1y bang UV 1a 28,24%, do
NTG la 32,42%, do két hgp NTG véi UV 1a 67,53%.
Sau 80 min, ty 1¢ t& bao chét do xir Iy bang UV la
85,76%, do NTG la 89,43%, do NTG két hop vai
UV 1a 99,04%. Té bao nim men S. cerevisize D8
chét téi 99% khi xir Iy voi UV, NTG, UV két hop
NTG lan lwot 12 & 120 min, 100 min va 80 min. Ty
1¢ t& bao chét cao ddng thoi rat ngin thoi gian gay
chét khi xir Iy dot bién két hop NTG va UV so véi
khi giy dot bién riéng 1¢ bing NTG hoic UV di
dugc Lui et al., (2011), Sridhar et al., (2002) cong
bd. Hiéu qua gy chét khi két hop NTG véi UV cao
hon khi két hop gitta stt dung luc dién truong véi
NTG ciing di dugc cong bd boi Kim va Lee (1998).

Hoat Iirc 1én men ethanol ciia cic dong ddt bién

Hoat lyc 1én men ethanol cia cic dong dot bién
dwoc tao ra bang hoa chat NTG

Céc té bao S. cerevisize D8 sdng sot sau qua
trinh xr ly dot bien bang NTG dugc cay trén moi

Hoang Thi L¢ Thuong e? al.

truong Hansen dic, thu duge 120 dong té bao. Sang
loc so bo cac dong té bao nay dya vao luong duong
du trong dich da [én men, chiing t6i da thu dugc 8
dong (lan lugt duge ky hidu 1a N140.6, N100.18,
N80.14, N120.5, N100.7, N80.9, N.80.2, N120.4) c6
kha nang sinh ethanol cao hon chung S. cerevisiae
D8. Hoat lyc 1én men cta 8 dong nay dugc danh gia
cu thé khi 1én men trong cic binh chira méi truong
1én men vd trung cé dung tich 500 mL, trong thoi
gian 10 ngay. Két qua dugc thé hién ¢ bang 1.

Trong 8 dong da dugc xu ly dot bién, ba dong
N80.9, N80.2 va N120.4 c6 hoat luc 1én men ethanol
thap hon ching S. cerevisiae D8 va 5 dong ¢6 hoat Iuc
1én men ethanol cao hon so véi chung gdc; dac biét dong
N140.6 c6 hoat luc 1én men ethanol dat 14,02 % v/v cao
hon 13 % so véi chung S. cerevisiae DS va cao hon cac
dong dugce xtr Iy dot bién con lai. Hiéu suit 1én men nay
twong dwong véi két qua két hop gay dot bién boi luc
dién truong véi NTG trén Saccharomyces sp. cua
Kim va Lee (1998). Do do, dong cai bién N140.6 duoc
Iya chon dé tiép tuc nghién ciru.

Bang 1. Hoat lic 1én men ethanol ctia cac dong da dwoc xi ly dot bién bang NTG.

STT Cl'!&ng nam men /dong dot Nong dd ethanol thu dwoc Hoat Iwc Ién men ethanol (%) so véi
bien (%viv) ching nam men S. cerevisiae D8

1 S. cerevisiae D8 12,37 £ 0,02 100

2 N140.6 14,02 + 0,02 113

3 N100.18 13,88 + 0,03 112

4 N80.14 13,51 £ 0,01 109

5 N120.5 13,48 + 0,03 109

6 N100.7 13,25+ 0,03 107

7 N80.9 11,05 + 0,01 89

8 N.80.2 10,42 + 0,01 84

9 N120.4 10,21 £ 0,03 83

Hogt lyc lén men ethanol cia cic dong djt bién
dwoc tao ra bang gdy dot bien tich liy ket hop NTG
va UV

Dong N140.6 tiép tuc dugc xur Iy dot bién tich
ltiy béi NTG 10 mg/100 mL va UV, thu dugc 76
dong dot bién tich liy. Sang loc so b cac dong
dot bién nay, chung t6i thu dwgc 13 dong co kha
ning sinh ethanol cao hon ching nim men S.
cerevisiae D8.

Danh gi4 hoat lyc 1én men cua 13 dong dot bién
nay so voi chung S. cerevisiae D8 trén moi truong
1én men véi lugng men giéng nhu nhau (17,3 x 10°
té bao/ mL). Két qua sau 10 ngay 1én men dugc thé
hién ¢ bang 2.
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Két qua tuyén chon cho thay tat ca cac dong dot
bién tich liiy nay c6 kha ning sinh ethanol cao hon
so v&i chung S. cerevisiae D8; 09 dong sinh ethanol
cao hon dong dot bién gbc N140.6. Hoat lyc 1én men
ethanol ctia cac dong dot bién c¢6 thé phan thanh 3
nhom khac biét c6 y nghia (cac dong trong mot
nhom co6 hoat luc 1én men khac nhau khong co y
nghia). Nhém 1 gdm céc dong dot bién tich liy
NU140.12, NU80.17, NU100.8 c6 hoat lyc 1én men
ethanol cao hon 20% so véi ching S. cerevisiae DS.
Nhém 2 gdm cac dong dot bién tich liy NU60.11,
NU120.9, NU140.4, NU100.16, NU80.24 c6 hoat
luc 1én men ethanol cao hon 16 - 20% so véi ching
S. cerevisiae D8. Nhom 3 gdm cac dong dot bién
NU60.18, NU120.6, NU60.5, NU80.8 co hoat luc
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1én men cao hon 10% so v&i chung S. cerevisiae DS.  dong dot bién tich liy NU 120.4 cao hon va khac
Dac biét dong dot bién tich Ity NU120.4 c6 hoat lyc ~ biét so vdi 12 dong con lai vi mire ¥ nghia p = 0,05.
lén men ethanol cao nhit (dat ham luong ethanol  Két qua nay 1a cao hon so véi cac cong bd trude day
15,07% v/v sau 10 ngay 1én men), ting 22% so v6i  ciia Kim va Lee (1998) vé giy dot bién trén S.
chung S. cerevisiae D8 va ting 9% so v6i dong dot  cerevisize bang cac phuong phap khac (dat ham
bién gbc N140.6. Kha ning 1én men sinh ethanol cia  lugng ethanol 13,3%).

Bang 2. Hoat lic 1én men ethanol clia cac dong dwoc xi ly dot bién tich Ity két hop NTG va UV.

Kha nang sinh ethanol cao hon so véi

STT dC!u’mg [lén?imenl Néng do etohanol Chung S. cerevisiae D8 . I
ong dét bien thu dwoc (%viv) (%) 9 Dong dot bién N140.6 (%)

1 S.c erevisiae D8 12,37 £ 0,02 100 88

2 N140.6 14,02 + 0,02 113 100

3 NU120.4 15,07 £ 0,02 122 109

4 NU140.12 14,85 + 0,01 120 106

5 NU80.17 14,84 + 0,01 120 106

6 NU100.8 14,65 + 0,02 118 104

7 NU60.11 14,46 + 0,01 117 103

8 NU120.9 14,38 + 0,03 116 103

9 NU140.4 14,32 £ 0,02 116 102

10 NU100.16 14,26 + 0,02 115 102

11 NU80.24 14,25 + 0,01 115 102

12 NU60.18 13,83 £ 0,02 112 99

13 NU120.6 13,75+ 0,01 111 98

14 NU60.5 13,55 + 0,02 110 97

15 NU80.8 13,27 £ 0,01 107 95

$4 lwong té bao nammen
song (x10*6te bao/mL)

400 -
342:6,67 342:+6,38 +
342+ 5,83 337+5,39
350 i
300 3422725 342:693
2993592 8% 3,86
250 279%517
=0 266+ 4,11
+
200 234+ 3,52
150 4 e 5_corevisiae D8
— —m—NU120.4
Eo T -
Ham lwong ethanol (%)
2 4 5 8 10 12 14

Hinh 2. Kha ning khang ethanol ctia dong dt bién tich Ity NU120.4 va chiing nAm men S. cerevisiae D8.
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Thir nghiém 1én men ethanol bing dong ddt bién
tich lily NU120.4

Khi nding chiu ethanol ciia dong dgt bién tich liiy
NU120.4 va chiing S. cerevisiae D8

Két qua dém sb lugng té bao song ctua dong dot
bién tich liiy NU120.4 va chung gbc S. cerevisiae D8
dugc nudi trong méi trudng 1én men dich thé c6 bd
sung ethanol véi cac néng d6 khac nhau dugc ghi lai
trong hinh 2.

Sau 24 h nudi cy, & ndng d6 ethanol ban dau 4 -
6%, dong dot bién NU120.4 va chung nim men S.
cerevisiae D8 déu phat trién tt, dat s6 luong té bao
séng cuc dai la 342 x 10° t& bao/mL dich 1én men. O
céc moi trudng c6 ndng do 6 - 10% ethanol, s luong
té bao ctia ching dot bién tich liiy NU120.4 van tiép
tuc 6n dinh va chi giam dang ké khi ndng d6 ethanol
vuot qua 10%. Trong khi d6, chung S. cerevisiae D8
¢6 sb luong t& bao giam manh khi ndng d6 ethanol
bd sung ban diu cao hon 6%. Nhu vay, dong dot
bién tich liy NU120.4 c¢6 kha ning chiu ndng do
ethanol cao hon hin so v&i chung nim men .
cerevisiae D8. Didu nay ciing dong thoi giai thich
thém cho kha nang sinh ethanol dat téi 15,07 % cuta
dong dot bién nay, trong khi ching nim men .
cerevisiae D8 chi sinh ethanol & mic cao nhit 1a
12,37%.

So sdnh khd ndng lén men trong moi truong cé
ham luwogng dwong cao cia dong dot biéen tich liy
NU 120.4 va chiing S. cerevisiae DS8.

Hoang Thi L¢ Thuong e? al.

Sau 10 ngay lén men trong moéi truong c6 bd
sung dudng cao & cac ndng d6 khac nhau, ham lwong
ethanol cia dong dot bién tich liy NU120.4 va
chung S. cerevisiae D8 dugc ghi lai trong Bang 3.

Trong moi truong 1én men c6 ham lugng duong
200 g/L hiéu suat 1én men ciia dong dot bién tich liy
NU 120.4 va ching ndm men S. cerevisiae D8 c6 su
chénh léch khong déng ké. Khi ham lugng duong
trong moi truong 1én men dat 250 g/L thi ham lugng
ethanol ethanol trong dich 1én men ciia dong dot bién
tich liy NU 120.4 dat t6i 15,07 % v6i hidu suét 1én
men 1a 93%. Tiép tuc ting ham lugng dudng trong
mdi truong 1én men cao hon 250 g/L thi ham luong
ethanol sau 1én men tao boi dong dot bién van tiép
tuc ting nhung ting khong dang ké, trong khi hiéu
sudt 1én men lai giam déng ké (con dudi 80% khi
ham luong duong trén 270 g/L). Trong khi d6, chung
ndm men S. cerevisize D8 1én men tao ethanol gan
nhu khong tang khi ham lugong duong trong moi
truong 1én men tang tir 200 dén 350 g/L (12,37%
v/v); do vay, hiéu suét 1én men cua chung nay cang
giam khi nong d¢ duong trong moéi truong 1én men
trén 200 g/L. R& rang la dong dot bién tich liy NU
120.4 ¢6 kha ning chiu ndng d6 dwdng cao hon so
véi chung S. cerevisiae DS. Theo Fleet (2008) kha
nang chiu ham luong dudng cao la mot ti€u chi t6t
trong tuyen chon ching glong ndm men trong san
xuit rwou. Can ct vao két qua nay, ham hrong
duong 250 g/L s& dugc s dung cho dong dot bién
tich liy NU 120.4 dé 1én men ethanol tir dich dira
Queen.

Bang 3. Kha nang lén men trong mdi trwdng cé ham lwong duwdng cao ciia dong ddt bién tich Ity NU 120.4 va ching ndm

men S. cerevisiae D8.

N4m men

Ham lwong dwong

Chiing S. cerevisiae D8

Déng dét bién tich liy NU 120.4

(g/L) Ham lvgng ethanol  Hiay sudtlen men  Ham long ethanol Hidu suét Ién
(% Viv) (%) (% Viv) men (%)

200 12,37 £ 0,02 95 £ 0,02 12,66 £ 0,02 96 £ 0,01

220 12,34 0,01 86 + 0,01 13,69 0,03 95+ 0,02

250 12,34 0,01 76 +0,01 15,07 0,01 93 +0,01

270 12,35 £ 0,02 70 +0,01 15,16 £ 0,03 86 + 0,01

300 12,35 0,01 63 +0,01 15,18 £ 0,02 78 +0,01

320 12,36 £ 0,02 59 + 0,01 15,21 £0,05 73+0,01

350 12,37 £ 0,03 54+0,12 15,24 + 0,01 67 +0,01

Thir nghi¢gm lén men ethanol trong dich ép dira
Queen bang dong dgt bién tich liiy NU 120.4

Thir nghi€m Ién men ethanol trén moi truong nudc
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ép dira c6 ham luong duong tng 1a 250 g/L dwoc thuc
hién dbi voi 10 dong té bao duoc cdy truyén tir dong
dot bién tich Ity NU120.4. Mbi dot thi nghiém déu lap
lai 3 1an, két qua duoc trinh bay trong bang 4.
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Bang 4. Lén men ethanol béng dong dot bién tich Ity NU
120.4.

Ham lwong ethanol Hiéu suéat Ién men

STT (%viv) (%)

1 15,05 0,02 92,50 + 0,1
2 15,18 0,03 93,30 £ 0,2
3 15,12 % 0,01 92,93 +0,1
4 15,07 % 0,02 92,62 +0,1
5 14,97 % 0,02 92,01 £0,1
6 14,94 % 0,02 91,83 £0,1
7 15,16 % 0,01 93,18 £ 0,1
8 15,15 % 0,03 93,12+0,2
9 14,98 + 0,02 92,07 £ 0,1
10 15,08 + 0,02 92,69 £ 0,1
B 15,07 % 0,12 92,62 +0,2

Két qua thu dugc trong bang 4 cho thiy dong
nam men d6t bién tich liy NU 120.4 1én men ethanol
tuong d6i On dinh (ham luong ethanol trung binh dat
t6i 15,07 = 0,12%, hidu suat dat 92,62 = 0,2%).
Trong khi ching ndm men S. cerevisiae D8 1én men
chi dat ham lugng ethanol tdi da 1a 12,37 + 0.2%
(Bang 3). Do d6, dong dot bién tich liy NU 120.4
dugc danh gia 1a c6 hoat lyc 1én men ethanol cao,
hi¢u suit 1én men cao va én dinh, co tiém nang ung
dung trong san xuét ethanol cao do.

KET LUAN

Viéc gdy dot bién ngdu nhién két hop gitra st
dung NTG va UV lam ting ty 1 chét ciia nAm men
so voi xtr 1y riéng r&€ véi NTG hodc UV. Tir cac dong
dot bién ngdu nhién nay, cic dong dot bién sinh
ethanol cao, chiu dugc ham lugng duong va ethanol
cao da dwoc sang loc va tuyén chon. Dong dot bién
tich 1y NU 120.4 c6 kha nang 1én men ethanol cao
va on dinh (dat ham lugng ethanol 15,07% v/v tang
22% so vdi ching ndm men S. cerevisiae D8), chiu
dugc 10% ethanol, chiu dugc 250 g/L duong da
duoc tuyén chon cho cac nghién ciru img dung trong
san xuat ethanol cao do tr dich dira Queen.

Loi cam on: Nhom tdc gia xin tran trong cam on su
hé tro ciia B6 mén Cong nghé sinh hoc - Vi sinh,
Khoa Sinh hoc, Truong Pai hoc sw pham Ha Noi;
Bo mon Héba - Ly va B6 mon Sinh hoc, Khoa Khoa
hoc co ban, Truong Dai hoc Tan Trao, Tuyén Quang
cho nghién ciru nay.
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PRODUCTION OF SACCHAROMYCES

CEREVISIAE D8 BY THE RANDOM MUTAGENESIS

Hoang Thi Le Thuong', Tran Thi Thuyz, Nguyen Quang Hao®

"Tan Trao University, Tuyen Quang
Hanoi National University of Education
*Ministry of Education and Training

SUMMARY

Saccharomy cescerevisiae D8 isolated from Queen pineapple extract and selected for high ethanol
fermentation activity (12.37% v/v ethanol concentration in fermentation media with a total sugar content of
200 g/L) has been reported previously (Hoang Thi Le Thuong et al., 2017). In this paper, the strain was
subjected to random mutagenesis by N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG) and ultraviolet (UV) in
order to enhance its ethanol fermentation. The results showed that 1% NTG was more lethal than UV (260 nm,
50 V) to S. cerevisiae D8 at the same time of treatment. The combination of NTG and UV was found to
increase the mortality of S. cerevisiae D8. Surviving cells after treatment with NTG and UV combination were
identified for ethanol fermentation. Thirteen clones were cabable of fermenting higher ethanol concentration
than S. cerevisiae D8 was. Especially, mutant clone NU 120.4 was able to ferment glucose up to the highest
ethanol concentration (22% higher than that of S. cerevisiae D8). This mutant clone also showed more tolerant
to high ethanol and sugar concentrations in the fermentation medium than that of S. cerevisiae D8. The ethanol
fermentation of this mutant was relatively stable in Queen pineapple extract (ethanol concentration of about
15.07 + 0.12%) and the yield of ethanol fermentation was 92.62 + 0.2%, while S. cerevisiae D8 gained
maximum alcohol concentration of 12.37 + 0.2%. In the context of the availability of pineapple used as
primary source of food processing in Vietnam nowadays, these results showed a potential application of this
mutant clone NU 120.4 in brandy production from pineapple extract.

Keywords: Ethanol, NTG, random mutagenesis, Saccharomyces cerevisiae, UV
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