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Đặt vấn đề

Sự gia tăng của giá dầu thô cùng với những ảnh hưởng tiêu cực 
của nhiên liệu hóa thạch đối với môi trường đã thúc đẩy nhiều nghiên 
cứu về nhiên liệu sinh học trong những năm gần đây. Một trong những 
nguồn năng lượng tái tạo nổi bật nhất chính là biodiesel [1]. Nguồn 
cung cấp biodiesel bao gồm mỡ động vật, dầu thực vật hoặc các vi 
sinh vật sinh dầu (oleaginous microorganism). Sản xuất biodiesel từ 
mỡ động vật và dầu thực vật thường cần chi phí cao, đòi hỏi diện tích 
nuôi trồng lớn. Do đó, việc tìm kiếm các chủng vi sinh vật sinh lipid 
được đặc biệt quan tâm do chi phí sản xuất thấp, quá trình nuôi cấy 
đơn giản và có năng suất cao. Lipid tách chiết từ vi sinh vật được sử 
dụng để chuyển hóa thành dạng biodiesel tinh khiết [1-3].

Do nấm men có cấu tạo đơn bào, sinh trưởng nhanh trên môi 
trường dinh dưỡng đơn giản nên có nhiều lợi thế trong nghiên cứu sản 
xuất lipid hơn so với các vi sinh vật sinh lipid khác là nấm sợi và vi 
tảo [2]. Nấm men R. toruloides được chứng minh là có khả năng sinh 
tổng hợp một lượng lớn lipid và carotenoid, trong đó lượng lipid tích 
lũy có thể lên đến 30% trọng lượng tế bào ở một số chủng. Số lượng 
các công trình nghiên cứu về sinh tổng hợp lipid ở R. toruloides tăng 
nhanh trong những năm gần đây, đặc biệt khi công nghệ giải trình tự 
gen thế hệ mới, các kỹ thuật về cải biến di truyền và cải biến trao đổi 
chất ngày càng phát triển [1-3]. 

Quá trình sinh tổng hợp và tích lũy lipid ở R. toruloides phụ thuộc 
nhiều vào chủng giống, tỷ lệ nguồn cacbon/nitơ, thành phần môi 
trường dinh dưỡng và điều kiện nuôi cấy [4, 5]. Nghiên cứu xác định 
được các yếu tố thích hợp cho sinh trưởng ở mỗi chủng R. toruloides 
có thể thúc đẩy khả năng tích lũy lipid trong tế bào. Tại Việt Nam, 
chưa có công trình nào nghiên cứu về khả năng sinh lipid của các 
chủng nấm men, đặc biệt là từ R. toruloides. Các nghiên cứu trong 

nước mới chỉ tập trung phân tích đặc điểm sinh học như khả năng 
sinh carotenoid, sinh tổng hợp sắc tố astaxanthin và nghiên cứu sự đa 
dạng của loài nấm men này [6, 7]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi 
tiến hành khảo sát ảnh hưởng của các điều kiện sinh trưởng đến khả 
năng sinh lipid của 2 chủng nấm men R. toruloides có nguồn gốc Việt 
Nam. Các kết quả thu được cho thấy, 2 loài nấm men này có khả năng 
tích lũy lipid lên đến gần 50% trọng lượng khô của tế bào khi được 
nuôi cấy ở điều kiện tối ưu về nhiệt độ, thời gian và pH môi trường. 
Nghiên cứu này cũng chỉ ra rằng, nguồn phụ phẩm giá rẻ là rỉ đường 
có thể được sử dụng làm nguồn cacbon thay thế cho đường glucose 
để nuôi nấm men R. toruloides phục vụ thu nhận lipid ở quy mô lớn.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu

Chủng nấm men R. toruloides VTCC 20689 và VTCC 20765 
được cung cấp bởi Bảo tàng giống chuẩn vi sinh vật (http://vtcc.imbt.
vnu.edu.vn), Viện Vi sinh vật học và Công nghệ sinh học, Đại học 
Quốc gia Hà Nội.

Phương pháp nghiên cứu

Nuôi cấy nấm men R. toruloides: bổ sung 2,5 ml dịch huyền phù 
chủng nấm men R. toruloides (OD=1 tương đương khoảng 5,3x103 
CFU/ml) vào bình tam giác 100 ml chứa 50 ml môi trường MM 
(glucose 5 g, NH4Cl 2 g, Na2HPO4 6 g, K2HPO4 3 g, cao nấm men 2 
g, NaCl 5 g, MgSO4 0,1 g, nước cất 1000 ml, pH 5,5). Nấm men được 
nuôi cấy ở nhiệt độ 30oC, tốc độ lắc 200 vòng/phút.

Tách chiết và xác định hàm lượng lipid từ sinh khối nấm men: 
sử dụng phương pháp tách chiết lipid của Bligh và Dyer (1959) [8] 
cho tỷ lệ 5 ml dịch nuôi cấy tương ứng. Ly tâm dịch nuôi cấy ở tốc 
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Tóm tắt:

Nấm men Rhodosporidium toruloides có khả năng sinh tổng hợp và tích lũy lipid lên tới hơn 30% trọng lượng khô 
của tế bào. Đây là nguồn nguyên liệu tiềm năng dùng trong sản suất diesel sinh học (biodiesel). Trong nghiên cứu 
này, các tác giả đã tiến hành khảo sát khả năng sinh tổng hợp lipid của 2 chủng nấm men R. toruloides VTCC 20689 
và VTCC 20765. Kết quả cho thấy, cả 2 chủng đều có khả năng tích lũy lipid đạt khoảng 45% trọng lượng khô của tế 
bào khi nuôi cấy ở 30oC trong 48 giờ với môi trường nuôi có pH 5,5. Khảo sát ảnh hưởng của một số nguồn cacbon 
lên khả năng sinh tổng hợp lipid của 2 chủng nấm men này cho thấy, rỉ đường có thể dùng làm nguồn cacbon thay 
thế cho glucose. Khi nuôi 2 chủng nấm men này trên nguồn cacbon giá rẻ là rỉ đường, khả năng sinh tổng hợp lipid 
của cả 2 chủng đạt khoảng 44%, tương đương với khi nuôi trên môi trường có nguồn cacbon là glucose.

Từ khóa: điều kiện nuôi cấy, nấm men, Rhodosporidium toruloides, sinh tổng hợp lipid.

Chỉ số phân loại: 2.8

*Tác giả liên hệ: Email: linhmd@vnu.edu.vn

DOI: 10.31276/VJST.63(11).48-52



49

Khoa học Kỹ thuật và Công nghệ 

63(11) 11.2021

độ 6.000 vòng/phút, trong 10 phút ở 4oC, loại bỏ dịch để thu cặn. Rửa 
cặn với nước cất vô trùng, sau đó ly tâm lần 2. Lặp lại bước rửa cặn, 
ly tâm để thu sinh khối. Sau đó, sinh khối được sử dụng để tách chiết 
lipid theo các bước như sau:

Bước 1: bổ sung 3,75 ml hỗn hợp methanol:chloroform (tỷ lệ 2:1) 
và trộn đều bằng máy vortex trong 15 phút ở nhiệt độ phòng.

Bước 2: bổ sung 1,25 ml chloroform, trộn đều bằng máy vortex 
trong 15 phút ở nhiệt độ phòng.

Bước 3: bổ sung 1,25 ml nước cất, trộn đều bằng máy vortex trong 

15 phút ở nhiệt độ phòng.

Sau đó, hỗn hợp được ly tâm ở 3.000 vòng/phút, trong 15 phút 
ở 4oC. Hỗn hợp sau ly tâm gồm 3 lớp, trong đó lớp thứ nhất và thứ 
hai chứa xác tế bào và methanol (không chứa lipid), lớp thứ ba chứa 
hỗn hợp chloroform và lipid được thu hồi. Sấy khô mẫu dịch lỏng thu 
được ở 70-80oC cho đến khi khối lượng không thay đổi. Hàm lượng 
lipid thu được tính theo công thức:

W=W2-W1

trong đó: W: lượng lipid thu được (g); W2: khối lượng ống sau khi sấy 
(g); W1: khối lượng ống rỗng trước khi thu dịch lỏng (g).

Thử nghiệm ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy: 2,5 ml dịch nuôi 
nấm men (OD600 nm=1) được bổ sung vào bình tam giác 100 ml chứa 
50 ml môi trường MM. Nấm men được nuôi ở 30oC, tốc độ lắc 200 
vòng/phút trong 126 giờ. Thu sinh khối nấm men sau 24, 30, 48, 54, 
72, 78, 96, 102, 120 và 126 giờ. Thực hiện tách chiết và xác định hàm 
lượng lipid của các mẫu sinh khối.

Thử nghiệm ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy: nấm men được 
nuôi ở các nhiệt độ khác nhau gồm 25, 30 và 37oC. Môi trường và thời 
gian nuôi cấy tối ưu dựa vào các thí nghiệm đã thực hiện. Sinh khối tế 
bào nấm men được thu hồi cho tách chiết và xác định hàm lượng lipid.

Thử nghiệm ảnh hưởng của pH: pH của môi trường được xác 
định bằng máy đo pH. Hai dung dịch NaOH 1 M và HCl 4 M được sử 
dụng để điều chỉnh pH về các giá trị khác nhau, gồm pH 4,5, 5,5, 6,0, 
6,5 và 7,0. Các bình nuôi cấy được nuôi ở 30oC trong máy lắc ổn nhiệt 
với tốc độ 200 vòng/phút trong thời gian tối ưu đã được xác định trước 
đó. Sau đó, dịch nuôi được ly tâm để thu sinh khối tế bào phục vụ cho 
tách chiết và xác định hàm lượng lipid.

Thử nghiệm ảnh hưởng của nguồn cacbon: glucose, glycerol, 
saccharose, lactose, maltose hoặc rỉ đường (5 g/l) được bổ sung vào 
môi trường MM (pH 5,5) dưới dạng nguồn cacbon duy nhất. Tiến 
hành nuôi cấy ở nhiệt độ 30oC; tốc độ lắc 200 vòng/phút. Sau thời 
gian nuôi cấy, thu sinh khối để tiến hành tách chiết và xác định hàm 
lượng lipid. 

Xử lý số liệu: các thí nghiệm được lặp lại 3 lần độc lập và số liệu 
được xử lý với phần mềm Microsoft Excel.

Kết quả và thảo luận

Đặc điểm hình thái của hai chủng R. toruloides dùng trong 
nghiên cứu

Chủng nấm men R. toruloides VTCC 20689 và VTCC 20765 
được lưu giữ tại Bảo tàng giống chuẩn vi sinh vật. Tuy nhiên, thông 
tin liên quan đến đặc điểm hình thái của 2 chủng nấm men này trên 
cơ sở dữ liệu nguồn gen chưa có. Do đó, việc cung cấp minh chứng 
về đặc điểm hình thái khuẩn lạc và tế bào của cả 2 chủng dùng trong 
nghiên cứu là cần thiết. Hai chủng được nuôi trên môi trường thạch 
YPD (yeast extract potato dextrose) trong 96 giờ ở 30oC để phục vụ 
phân tích đặc điểm hình thái khuẩn lạc và tế bào. Chủng R. toruloides 
VTCC 20689 có khuẩn lạc tròn, bề mặt trơn bóng, màu đỏ cam đậm. 
Chủng  R. toruloides VTCC 20765 có hình thái tương tự như chủng 
R. toruloides VTCC 20689, nhưng khuẩn lạc có màu đỏ cam nhạt hơn. 
Khi quan sát dưới kính hiển vi, cả 2 chủng đều có tế bào hình ovan 
đặc trưng và chuyển thành dạng que ngắn với giọt lipid bên trong tế 
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Abstract:

The yeast Rhodosporidium toruloides is capable of 
lipid biosynthesis and accumulation up to more than 
30% of dried cell biomass. It is a potential source for 
biodiesel production. Recent studies have shown that the 
applications of culture technologies can promote increased 
lipid accumulation in R. toruloides. In this study, the 
authors investigated the lipid biosynthesis ability of two 
yeast strains R. toruloides VTCC 20689 and VTCC 20765 
isolated in Vietnam. The results indicated that both strains 
have the ability to accumulate lipids up to approximately 
45% of the dried biomass of cells when cultured at 30oC for 
48 h in the culture medium with pH 5.5. Cultivation of these 
two yeast strains on some different carbon sources showed 
that sugarcane molasses can be used as a low-cost carbon 
source for efficient lipid biosynthesis. When growing both 
strains on the medium with sugarcane molasses, the lipid 
biosynthesis reached about 44%, which is equivalent to in 
the medium with glucose.
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bào ở giai đoạn già hóa (hình 1). Các kết quả này cũng tương đồng với 
các kết quả đã công bố về đặc điểm hình thái của R. toruloides [1, 2].

R. toruloides VTCC 20689 R. toruloides VTCC 20765

Hình 1. Đặc điểm hình thái của hai chủng nấm R. toruloides. Khuẩn 
lạc của chủng VTCC 20689 và VTCC 20765 nuôi trên môi trường YPD. 
Hình thái tế bào của 2 chủng dưới kính hiển vi (độ phóng đại 1.500 lần) 
sau 48 giờ nuôi trên môi trường MM.

Mỗi chủng R. toruloides có thể có những đặc điểm về sinh trưởng 
và khả năng tích lũy lipid khác nhau. Các thay đổi về thời gian, nhiệt 
độ nuôi cấy, nguồn cacbon có thể ảnh hưởng đến sự tích lũy của lipid 
trong tế bào nấm men. Do đó, việc xác định các điều kiện phù hợp cho 
sinh trưởng và tích lũy lipid của chủng R. toruloides VTCC 20689 và 
VTCC 20765 là có ý nghĩa.

Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy đến khả năng sinh tổng hợp 
lipid của 2 chủng R. toruloides

Xác định được thời gian nuôi cấy thích hợp sẽ giúp giảm chi phí 
thí nghiệm, đồng thời thu được sinh khối tế bào nấm men ở trạng thái 
tối ưu về tích lũy lipid. Sinh trưởng của hai chủng R. toruloides được 
khảo sát trong khoảng thời gian 0-126 giờ sử dụng phương pháp đo 
OD tại bước sóng 600 nm. Sau 24 giờ, sinh khối tế bào được thu hồi 
để tách chiết và xác định hàm lượng lipid. Kết quả cho thấy, 2 chủng 
R. toruloides bắt đầu sinh trưởng mạnh sau 6 đến 24 giờ nuôi và đạt 
mức sinh trưởng tối đa sau 48 giờ. Hàm lượng lipid tích lũy biến 
động theo thời gian và đạt mức cao nhất sau 48 giờ nuôi (tương ứng 
đạt 45,40% ở R. toruloides VTCC 20689 và 44,34% ở R. toruloides 
VTCC 20765). Sau một khoảng thời gian giảm xuống thì sự tích lũy 
lipid tăng trở lại ở thời điểm 126 giờ (đạt 39,38% ở R. toruloides 
VTCC 20689 và 35,69% ở R. toruloides VTCC 20765). Tuy nhiên, 
hàm lượng lipid tích lũy ở thời điểm 126 giờ vẫn thấp hơn ở 48 giờ 
và giảm mạnh sau 126 giờ nuôi cấy xuống dưới 30% (dữ liệu không 
chỉ ra). Theo Uprety và cs (2017) [9], thời gian nuôi cấy để thu lipid ở 
chủng R. toruloides ATCC 10788 là 168 giờ với hàm lượng lipid đạt 
trên 30%. Trong khi đó, kết quả nghiên cứu của Zheng và cs (2021) 
[10] cho thấy, thời gian cần để đạt được hàm lượng lipid tương tự ở 

R. toruloides là 144 giờ. Trong nghiên cứu này, 2 chủng R. toruloides 
nguồn gốc Việt Nam (VTCC 20689, VTCC 20765) có tốc độ sinh 
trưởng nhanh và thời gian cần để tích lũy hàm lượng lipid cao nhất chỉ 
sau 48 giờ (hình 2). 

Theo Uprety và cs (2017) [9], thời gian nuôi cấy để thu lipid ở chủng R. toruloides 
ATCC 10788 là 168 giờ với hàm lượng lipid đạt trên 30%. Trong khi đó, kết quả 
nghiên cứu của Zheng và cs (2021) [10] cho thấy, thời gian cần để đạt được hàm 
lượng lipid tương tự ở R. toruloides là 144 giờ. Trong nghiên cứu này, 2 chủng R. 
toruloides nguồn gốc Việt Nam (VTCC 20689, VTCC 20765) có tốc độ sinh trưởng 
nhanh và thời gian cần để tích lũy hàm lượng lipid cao nhất chỉ sau 48 giờ (hình 2).  

  
Hình 2. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy lên sinh trưởng và sinh tổng hợp lipid 
của chủng R. toruloides VTCC 20689 và VTCC 20765. 

Kết quả thu được cho thấy, 2 chủng nấm men R. toruloides bắt đầu sinh trưởng 
mạnh sau 6 giờ nuôi cấy. Chủng hình thành hai đỉnh sinh trưởng lần lượt tại 48 và 96 
giờ. Từ 102-126 giờ là giai đoạn suy tho i. Hàm lượng tích lũy lipid biến động theo 
thời gian, đạt cao nhất tại thời điểm nuôi cấy 48 giờ (khoảng 45  đối với R. toruloides 
VTCC 20689 và 44% đối với R. toruloides VTCC 20765) và thứ 2 là tại 126 giờ 
(39,38% với R. toruloides VTCC 20689 và 35,69% với R. toruloides VTCC 20765).  

Ảnh hưởng c a nhiệt  ộ nuôi cấy  ến khả năng sinh tổng hợp lipid c a 2 
ch ng R. toruloides 

Trong nghiên cứu này, nhóm tác giả tiến hành khảo sát các nhiệt độ nuôi cấy 
kh c nhau để tìm ra nhiệt độ thích hợp nhất cho quá trình sinh tổng hợp lipid ở 2 
chủng R. toruloides VTCC 20689 và VTCC 20765. Kết quả nghiên cứu được thể hiện 
ở hình 3.  
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Hình 2. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy lên sinh trưởng và 
sinh tổng hợp lipid của chủng R. toruloides VTCC 20689 và VTCC 
20765.

Kết quả thu được cho thấy, 2 chủng nấm men R. toruloides bắt 
đầu sinh trưởng mạnh sau 6 giờ nuôi cấy. Chủng hình thành hai đỉnh 
sinh trưởng lần lượt tại 48 và 96 giờ. Từ 102-126 giờ là giai đoạn 
suy thoái. Hàm lượng tích lũy lipid biến động theo thời gian, đạt cao 
nhất tại thời điểm nuôi cấy 48 giờ (khoảng 45% đối với R. toruloides 
VTCC 20689 và 44% đối với R. toruloides VTCC 20765) và thứ 2 là 
tại 126 giờ (39,38% với R. toruloides VTCC 20689 và 35,69% với R. 
toruloides VTCC 20765). 

Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy đến khả năng sinh tổng hợp 
lipid của 2 chủng R. toruloides

Trong nghiên cứu này, nhóm tác giả tiến hành khảo sát các nhiệt 
độ nuôi cấy khác nhau để tìm ra nhiệt độ thích hợp nhất cho quá trình 
sinh tổng hợp lipid ở 2 chủng R. toruloides VTCC 20689 và VTCC 
20765. Kết quả được thể hiện ở hình 3. 

 
Hình 3. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến khả năng sinh tổng hợp lipid của chủng R. 
toruloides VTCC 20689 và VTCC 20765. 

Kết quả hình 3 cho thấy, nhiệt độ thích hợp nhất cho sự sinh trưởng và sinh tổng 
hợp lipid của cả 2 chủng R. toruloides là ở 30oC. Hàm lượng lipid thu được đạt khoảng 
45  đối với chủng VTCC 20689 và 44  đối với chủng VTCC 20765. Ở nhiệt độ 
25oC và 37oC, khả năng sinh tổng hợp lipid của 2 chủng đều giảm mạnh (hàm lượng 
lipid chỉ đạt khoảng 30%). Theo các tổng hợp của Ageitos và cs (2011) [2], nhiệt độ 
thích hợp cho sinh trưởng và sinh tổng hợp lipid của các chủng nấm men R. toruloides 
thường là 28-30oC, chỉ một số chủng có khả năng tích lũy lipid ở 25oC. Trong nghiên 
cứu này, 2 chủng R. toruloides VTCC 20689 và VTCC 20765 đều sinh tổng hợp lipid 
cao nhất ở nhiệt độ 30oC. Ở nhiệt độ 25 và 37oC, 2 chủng này tích lũy hàm lượng lipid 
tương đối thấp (dưới 30 ). 

Ảnh hưởng c a pH  ến sinh tổng hợp lipid c a 2 ch ng R. toruloides  

Thay đổi giá trị pH môi trường nuôi có thể ảnh hưởng đến khả năng sinh tổng 
hợp lipid của các chủng nấm men nghiên cứu. Chúng tôi tiến hành kiểm tra các giá trị 
pH khác nhau của môi trường nuôi cấy gồm pH 4,5, 5,5, 6, 6,5 và 7. Kết quả nghiên 
cứu được thể hiện ở hình 4. 
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Hình 3. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến khả năng sinh tổng hợp lipid 
của chủng R. toruloides VTCC 20689 và VTCC 20765.

Kết quả hình 3 cho thấy, nhiệt độ thích hợp nhất cho sự sinh trưởng 
và sinh tổng hợp lipid của cả 2 chủng R. toruloides là ở 30oC. Hàm 
lượng lipid thu được đạt khoảng 45% đối với chủng VTCC 20689 và 
44% đối với chủng VTCC 20765. Ở nhiệt độ 25 và 37oC, khả năng 
sinh tổng hợp lipid của 2 chủng đều giảm mạnh (hàm lượng lipid chỉ 
đạt khoảng 30%). Theo các tổng hợp của Ageitos và cs (2011) [2], 
nhiệt độ thích hợp cho sinh trưởng và sinh tổng hợp lipid của các 
chủng nấm men R. toruloides thường là 28-30oC, chỉ một số chủng 
có khả năng tích lũy lipid ở 25oC. Trong nghiên cứu này, 2 chủng R. 
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toruloides VTCC 20689 và VTCC 20765 đều sinh tổng hợp lipid cao 
nhất ở nhiệt độ 30oC. Ở nhiệt độ 25 và 37oC, 2 chủng này tích lũy hàm 
lượng lipid tương đối thấp (dưới 30%).

Ảnh hưởng của pH đến sinh tổng hợp lipid của 2 chủng R. 
toruloides 

Thay đổi giá trị pH môi trường nuôi có thể ảnh hưởng đến khả 
năng sinh tổng hợp lipid của các chủng nấm men nghiên cứu. Chúng 
tôi tiến hành kiểm tra các giá trị pH khác nhau của môi trường nuôi 
cấy gồm pH 4,5, 5,5, 6, 6,5 và 7. Kết quả nghiên cứu được thể hiện 
ở hình 4.

 
Hình 4. Sinh tổng hợp lipid ở các giá trị pH khác nhau của 2 chủng R. Toruloides. 

Kết quả thu được cho thấy, cả 2 chủng nấm men R. toruloides đều có khả năng 
sinh hàm lượng lipid cao ở pH 5,5 (đạt khoảng 45% trọng lượng sinh khối khô đối với 
chủng VTCC20689 và 44  đối với chủng VTCC 20675). Ở giá trị pH dưới 5 và trên 
6, khả năng tích lũy lipid của 2 chủng này giảm đ ng kể. Các nghiên cứu trước đây 
cũng chỉ ra rằng, thay đổi giá trị pH môi trường có ảnh hưởng đến khả năng sinh 
trưởng và sinh tổng hợp lipid ở nấm men R. toruloides. Nghiên cứu của Carla Dias và 
cs (2016) [11] cho thấy, pH 4 là tối ưu nhất cho sinh tổng hợp lipid của chủng R. 
toruloides NCYC 921, trong khi pH 5 cho tốc độ sinh trưởng cao nhất. Các nghiên cứu 
kh c cũng cho thấy, pH 5-6 là thích hợp cho qu  trình tích lũy lipid ở chủng nấm men 
R. toruloides [2]. Kết quả của nghiên cứu này cũng cho thấy, cả 2 chủng R. toruloides 
đều cho khả năng sinh lipid cao ở pH 5,5 với hàm lượng đạt khoảng 44-45  lượng 
sinh khối khô. Tại pH dưới 5 và trên 6, khả năng tích lũy lipid của 2 chủng này giảm 
đ ng kể. Do đó có thể kết luận rằng, giá trị pH 5,5 là thích hợp nhất cho nuôi cấy 2 
chủng nấm men VTCC 20689 và VTCC 20765. 

Như vậy, khi kiểm tra ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy, pH và thời gian nuôi 
khác nhau của 2 chủng nấm men R. toruloides VTCC 20689 và VTCC 20675 được 
phân lập tại Việt Nam cho thấy, 2 chủng này tích lũy lipid cao nhất khi nuôi cấy trên 
môi trường MM ở nhiệt độ 30oC, pH 5,5 trong 48 giờ. C c đặc điểm này tương tự với 
nhiều công bố trên thế giới về điều kiện sinh lipid của loài nấm men R. toruloides này 
[2, 11]. Khả năng sinh tổng hợp lipid của 2 chủng nấm men phân lập tại Việt Nam đạt 
khá cao (khoảng 45%) so với các công bố về khả năng sinh lipid của loài R. toruloides 
[2, 9]. Tuy nhiên, có một điểm khác biệt là 2 chủng nấm men trong nghiên cứu này 
sinh tổng hợp và tích lũy lipid trong thời gian ngắn hơn (chỉ sau 48h nuôi cấy), trong 
khi các công bố trên thế giới thường cho thấy, thời gian tích lũy lipid của R. toruloides 
là 72-96 giờ, thậm chí là trên 144 giờ [9, 10]. Đây s  là ưu điểm quan trọng khi ứng 
dụng các chủng nấm men này nhằm thu hồi lipid phục vụ cho sản xuất diesel sinh học. 
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Hình 4. Sinh tổng hợp lipid ở các giá trị pH khác nhau của 2 chủng 
R. toruloides.

Kết quả thu được cho thấy, cả 2 chủng nấm men R. toruloides đều 
có khả năng sinh hàm lượng lipid cao ở pH 5,5 (đạt khoảng 45% trọng 
lượng sinh khối khô đối với chủng VTCC20689 và 44% đối với chủng 
VTCC 20675). Ở giá trị pH dưới 5 và trên 6, khả năng tích lũy lipid 
của 2 chủng này giảm đáng kể. Các nghiên cứu trước đây cũng chỉ ra 
rằng, sự thay đổi giá trị pH môi trường có ảnh hưởng đến khả năng 
sinh trưởng và sinh tổng hợp lipid ở nấm men R. toruloides. Nghiên 
cứu của Dias và cs (2016) [11] cho thấy, pH 4 là tối ưu nhất cho sinh 
tổng hợp lipid của chủng R. toruloides NCYC 921, trong khi pH 5 
cho tốc độ sinh trưởng cao nhất. Các nghiên cứu khác cũng cho thấy, 
pH 5-6 là thích hợp cho quá trình tích lũy lipid ở chủng nấm men R. 
toruloides [2]. Kết quả của nghiên cứu này cũng cho thấy, cả 2 chủng 
R. toruloides đều cho khả năng sinh lipid cao ở pH 5,5 với hàm lượng 
đạt khoảng 44-45% lượng sinh khối khô. Tại pH dưới 5 và trên 6, khả 
năng tích lũy lipid của 2 chủng này giảm đáng kể. Do đó có thể kết 
luận rằng, giá trị pH 5,5 là thích hợp nhất cho nuôi cấy 2 chủng nấm 
men VTCC 20689 và VTCC 20765.

Như vậy, khi kiểm tra ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy, pH và thời 
gian nuôi khác nhau của 2 chủng nấm men R. toruloides VTCC 20689 
và VTCC 20675 được phân lập tại Việt Nam cho thấy, 2 chủng này 
tích lũy lipid cao nhất khi nuôi cấy trên môi trường MM ở nhiệt độ 
30oC, pH 5,5 trong 48 giờ. Các đặc điểm này tương tự với nhiều công 
bố trên thế giới về điều kiện sinh lipid của loài nấm men R. toruloides 
này [2, 11]. Khả năng sinh tổng hợp lipid của 2 chủng nấm men phân 
lập tại Việt Nam đạt khá cao (khoảng 45%) so với các công bố về khả 
năng sinh lipid của loài R. toruloides [2, 9]. Tuy nhiên, có một điểm 
khác biệt là 2 chủng nấm men trong nghiên cứu này sinh tổng hợp và 
tích lũy lipid trong thời gian ngắn hơn (chỉ sau 48 giờ nuôi cấy), trong 
khi các công bố trên thế giới thường cho thấy, thời gian tích lũy lipid 
của R. toruloides là 72-96 giờ, thậm chí là trên 144 giờ [9, 10]. Đây 
sẽ là ưu điểm quan trọng khi ứng dụng các chủng nấm men này nhằm 
thu hồi lipid phục vụ cho sản xuất diesel sinh học.

Ảnh hưởng của nguồn cacbon đến khả năng tích lũy lipid của 
hai chủng R. toruloides

Trong nghiên cứu này, nhóm tác giả đã tiến hành đánh giá khả 
năng sinh trưởng và sinh tổng hợp lipid của 2 chủng R. toruloides 
VTCC 20689 và VTCC 20765 trên các nguồn cacbon khác nhau, gồm 
glucose, rỉ đường, saccharose, maltose, lactose và glycerol. Kết quả 
được minh họa ở hình 5 cho thấy, cả 2 chủng đều sinh trưởng mạnh 
(OD600>2) trên môi trường chứa glycerol và saccharose, tuy nhiên 
hàm lượng lipid tích lũy trong tế bào lại thấp nhất (chỉ đạt khoảng 
20%). Ngược lại, trên môi trường với rỉ đường là nguồn cacbon duy 
nhất, 2 chủng này sinh trưởng yếu hơn so với môi trường chứa glucose 
(OD600 chỉ đạt khoảng 1,6-1,7), nhưng cho hàm lượng lipid tích lũy 
trong tế bào đạt trên 44% đối với cả 2 chủng (tương đương nuôi trên 
nguồn glucose).

Ảnh hưởng c a nguồn cacbon  ến khả năng tích lũy lipid c a hai ch ng R. 
toruloides 

Trong nghiên cứu này, nhóm tác giả đã tiến hành đ nh gi  khả năng sinh trưởng 
và sinh tổng hợp lipid của 2 chủng R. toruloides VTCC 20689 và VTCC 20765 trên 
c c nguồn cacbon kh c nhau, gồm glucose, rỉ đường, saccharose, maltose, lactose và 
glycerol. Kết quả được minh họa ở hình 5 cho thấy, cả 2 chủng đều sinh trưởng mạnh 
(OD600>2) trên môi trường chứa glycerol và saccharose, tuy nhiên hàm lượng lipid tích 
lũy trong tế bào lại thấp nhất (chỉ đạt khoảng 20 ). Ngược lại, trên môi trường với rỉ 
đường là nguồn cacbon duy nhất, 2 chủng này sinh trưởng yếu hơn so với môi trường 
chứa glucose (OD600 chỉ đạt khoảng 1,6-1,7), nhưng cho hàm lượng lipid tích lũy trong 
tế bào đạt trên 44  đối với cả 2 chủng (tương đương nuôi trên nguồn glucose). 

 
Hình 5. Sinh tổng hợp lipid của 2 chủng R. toruloides trên các nguồn cacbon khác 
nhau. 

R. toruloides được chứng minh là có khả năng sinh trưởng trên nhiều nguồn 
cacbon kh c nhau như glycerol, xylose, arabinose và thậm chí với cả dịch thủy phân 
lignocellulose, hay tinh bột [12-14]. Mặc dù glucose vẫn là nguồn cacbon tốt nhất cho 
sinh trưởng và sinh tổng hợp lipid ở loài nấm men này, nhưng c c công bố gần đây 
cho thấy, nhiều nguồn cacbon khác có thể sử dụng để thay thế glucose trong môi 
trường nuôi như glycerol, methanol giúp giảm chi phí [2, 13]. Glycerol được xem là 
cơ chất lý tưởng để thay thế glucose cho nuôi cấy nấm men sinh tổng hợp và tích lũy 
lipid [7, 15]. Tuy nhiên, theo nghiên cứu của các tác giả, cả 2 chủng R. toruloides 
VTCC 20689 và VTCC 20765 lại sinh tổng hợp lipid với hàm lượng khá thấp trên 
nguồn cacbon là glycerol (hình 5). 
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Hình 5. Sinh tổng hợp lipid của 2 chủng R. toruloides trên các 
nguồn cacbon khác nhau.

R. toruloides được chứng minh là có khả năng sinh trưởng trên 
nhiều nguồn cacbon khác nhau như glycerol, xylose, arabinose và 
thậm chí với cả dịch thủy phân lignocellulose, hay tinh bột [12-14]. 
Mặc dù glucose vẫn là nguồn cacbon tốt nhất cho sinh trưởng và sinh 
tổng hợp lipid ở loài nấm men này, nhưng các công bố gần đây cho 
thấy, nhiều nguồn cacbon khác có thể sử dụng để thay thế glucose 
trong môi trường nuôi như glycerol, methanol giúp giảm chi phí [2, 
13]. Glycerol được xem là cơ chất lý tưởng để thay thế glucose cho 
nuôi cấy nấm men sinh tổng hợp và tích lũy lipid [7, 15]. Tuy nhiên, 
theo nghiên cứu của các tác giả, cả 2 chủng R. toruloides VTCC 
20689 và VTCC 20765 lại sinh tổng hợp lipid với hàm lượng khá thấp 
trên nguồn cacbon là glycerol (hình 5).

Rỉ đường là sản phẩm phụ của quá trình sản xuất và tinh luyện 
đường, chứa hàm lượng cao các chất dinh dưỡng và khoáng chất hỗ 
trợ tốt cho sự sinh trưởng của nấm men [10, 15, 16]. Đây được coi 
là phế phụ phẩm của ngành công nghiệp sản xuất đường. Kết quả 
của nghiên cứu này cho thấy, 2 chủng R. toruloides VTCC 20689 và 
VTCC 20765 sinh trưởng mạnh trên môi trường với nguồn cacbon là 
rỉ đường và sinh tổng hợp lipid với hàm lượng cao (tương đương với 
nguồn cacbon là glucose). Điều này mở ra tiềm năng ứng dụng nguồn 
cacbon giá rẻ (rỉ đường) trong nuôi cấy hai chủng nấm men VTCC 
20689 và VTCC 20765 để thu nhận lipid quy mô lớn phục vụ cho sản 
xuất biodiesel trong tương lai.
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Kết luận

Hai chủng nấm men R. toruloides VTCC 20689 và VTCC 20765 
đã được chứng minh là có khả năng sinh tổng hợp lipid với hàm lượng 
đạt khoảng 45% trọng lượng khô của tế bào. Nghiên cứu cũng chỉ 
ra rằng, cả 2 chủng đều có khả năng tích lũy lipid cao nhất sau 48 
giờ nuôi cấy ở nhiệt độ 30oC và pH 5,5. Điều kiện về nuôi cấy sinh 
lipid của 2 chủng VTCC 20689 và VTCC 20765 cũng tương đương 
với kết quả đã công bố đối với các chủng R. toruloides khác trên thế 
giới. Kết quả khảo sát sự sinh trưởng và sinh tổng hợp lipid trên các 
nguồn cacbon khác nhau đã tìm ra nguồn cacbon giá rẻ là rỉ đường, 
phù hợp để nuôi chủng R. toruloides VTCC 20689 và VTCC 20765 
cho sinh tổng hợp lượng lớn lipid, tương đương với nuôi cấy trên 
nguồn glucose.
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