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LO1 GIGI THIEU

Thuc hién mdt s§ didu cua Luat Gido duc, Bé Giao duc & Dao tao va B6 Y té
da ban hanh chudng trinh khung dao tao Dugc si dai hoc. B6 Y t& t6 chitc bién
soan tai liéu day — hoc cadc mon cd s6 va chuyén mén theo chudng trinh trén
nhim ting buéc xay dung bd sach dat chuan chuyén mén trong cong tac dao tao
nhin luc y té.

Cuén Coéng nghé sinh hgc Dugc duge bién soan dya vao chuong trinh gido
duc ctua khoa Dude Pai hoc Y-Duge Tp. Hé6 Chi Minh trén cd sd chuong trinh khung
da duge phé duyeét. Sach dude cac gido su, tién si, cac nha gido ¢6 kinh nghiém ciia
Bb mén Vi sinh — ky sinh bién soan theo phudng cham: kién thitc co ban, hé théng;
ndi dung chinh x4c, khoa hoc; cAp nhat cac tién bd khoa hoe, ky thuat hién dai va
thuec tién Viét Nam.

Cuénu Coéng nghé sinh hoc Duge da duge Hoi dong chuyén mon tham dinh
sach va tai liéu day — hoc chuyén nganh Dugec si dai hoc ciia B6 Y t& tham dinh
nam 2009. B6 Y t& quy&t dinh ban hanh 1a tai liéu day — hoc dat chuan chuyén
mén cua Nganh trong giai doan hién nay. Trong thai gian tit 3 dén 5 nam, sach
phai dudge chinh 1y, b8 sung va cap nhat.

B6 Y t& chan thanh cam on cac tac gia va Hoi dong chuyén mén tham dinh
da gidp hoan thanh cuén sach; cAm on GS.TSKH. Nguyén Van Dip va PGS.TS.
Cao Van Thu da doc va phan bién dé cudn sach s6m hoan thanh, kip thdi phuc
vu cho céng tac dao tao nhan luc y té&.

Lan dau xuit ban, ching t6i mong nhan duge y kién déng gép cua déng
nghiép, cac ban sinh vién va cac doc gia dé 14n xudt ban sau sach duge hoan
thién hon.

VU KHOA HOC VA PAO TAO - BO Y TE



LOI NOI PAU

Coéng nghé sinh hoc da xuat hién tir khi loai ngudi con chua cé hiéu bit diy dn vé
cAc hé thong song. Cac cdng nghé sd khai nay duge hinh thanh nha kinh nghiém va
chu yé&u lién quan dé&n viée ché bién thyc phim va dd udng 1én men. Pén thé ky XIX,
khi Louis Pasteur dat nén méng cho vi sinh hoc thye nghiém, ¢6ng nghé sinh hoc
budce vao thoi ky méi dya trén khoa hoc sinh hoe. Tt lic d6, cdng nghé 1én men hién
dai da duge phat trién dé sian xuit cac chit chuyén héa tit vi sinh vat nham phuc vu
doi séng va cac nganh cong nghiép khac. Cang trong thoi ky nay, vacein da dude phat
minh va diy c6 thé coi 13 sdn phidm cdng nghé sinh hoc duge dAu tidn, nhung mdt
nganh cdng nghiép sinh hoc duge thyce sy chua duge hinh thanh.

Su ra ddi clia céng nghiép sinh hoc duge thue su duge danh dau bing viée san
xuit penicillin va streptomycin nhd céng nghé 1én men vao nhiing nim 1940. Dén
cudl nhiing nam 1970, c6ng nghé sinh hoc duge da bude vao mot giai doan mdi vdi vide
san xuit insulin ngudi bing ky thuat tai t8 hop di truyén. Chinh viée 4p dung manh
mé& cdng nghé gen trong san xuat cic protein tri lidu da lam cho céng nghé sinh hoc
duge tré thanh déng lye chinh dé dua céng nghé nay vao giai doan hién dai véi su hoi
tu cha cong nghé gen va cong nghé 1én men. Ngay nay, céng nghé sinh hoc duge van
dua trén nén tang céng nghé 1én men dé san xuAt ra san phidm, nhung viée phat trién
céc san phadm mai cht y&u dua vao edng nghé gen, enzym va t& bao. Mat khac, cac hé
thong san xuit khong con 12 L& bao vi sinh vat nifa ma c6 thé 12 t& bao ddng vat, thuc
vat, sinh vAt chuyén gen va tham chi céc hé thong phi sinh vat.

Coéng nghé sinh hoc duge ngay nay déng vai tré quan trong dé véi nganh Dugc.
Trong cAc nam gAn day, thudc cdng nghé sinh hoc chiém da s cic thudée méi duge
phat trién va cép phép. Cac hing dude phim Idn trén thé gidi déu cd bd phan cong
nghé sinh hoc r4t manh hoac sap nhap véi cidc hing cong nghé sinh hoc. Céng nghé
sinh hoc trong nganh Y-Dude chiém dé&n 80-90% téng doanh thu ctia céng nghé sinh
hoc néi chung. Duge pham ebng nghé sinh hoc hién nay khéng con 1a cac san pham
chuyén hoa vi sinh vat ma chu yéu 12 cac protein tai t8 hop, acid nucleic va t& bao.

Trong sach nay, ching téi c6 gidng khai quat cic cong nghé nén tang cua cong
nghé sinh hoc dude va cung cAp cic thi du vé cong nghé san xuit clia mét s6 duge
pham cu thé. Sach dudc chia 1Am nam chudng tudng ting véi cic cong nghé nén dé la:
cong nghé 1én men, cdng nghé enzym, c¢éng nghé t& bio, cong nghé gen va céng nghé
mién dich, trong mdi chuang déu cé khai quat cae vdn dé chung cia ¢dng nghé va dng
dung san xuit mot s§ san pham cy thé.

Sach dude xudt ban lin ddu do d6 khong tranh khdi thiét sét, rdt mong nhin
duge su déng gop y kién cha ban doc.

CAC TAC GIA
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1. KHAI NIEM

1.1. Pinh nghia

Thuat ngii “céng nghé sinh hoc” 1an diu tién dugc nhic dén bdi Karl Ereky,
mét ky su ngudi Hungary vao nam 1919. Lic bay gid, n6 nhiam chi kiéu san xuét
trong dé san phiam dudc tao ra ti nguyén liéu ddu véi su trg giip cua sinh vat
song. Ereky da hinh dung ra mét “thoi dai héa sinh” tuong tu nhu “thoi do da”
va “thoi d6 sat”.

Ngay nay, ¢6 nhiéu dinh nghia vé cong nghé sinh hoc, tuy nhién dinh nghia
cong nghé sinh hoc la “bit ky céng cu nao duge si dung dé thao tac trén cac
sinh vat, cac hé théng sinh hoc hay mét phdn ctia né dé tao ra san pham hay
dich vu” dudc céng nhan rong rai. Ti dinh nghia nay ta c6 thé thiy rang, ngay
ca trude khi loai ngudi hiéu dude sinh hoc 1a gi ho da st dung Céng nghé sinh
hoc (CNSH) dé san xuit rudu va banh mi, da biét bién déi cac dac tinh tu nhién
cta sinh vat nham thu cac san pham c6 lgi. Véi kinh nghiém va cac kién thiic
tich lay dude dén nay CNSH da c¢6 tdm anh hudng sau rong dén nhiéu khia canh
ddi séng con ngudi, md ra nhiéu trién vong vé nang suit ndéng nghiép hay diéu
tri bénh tat, cai thién chit lugng cudc séng.

Véi viéc tich liy kién thie va kinh nghié-m v6i cac ky thuat sinh hoc hién dai,
dinh nghia CNSH dudc md rong bao gom cac ting dung ciia cong nghé tai to hgp di
truyén, cong nghé nubi ciy t& bao trong san xuit va dich vu. CNSH hién dai va cd
dién khéng khac nhau vé nguyén 1y nhung khac nhau vé ky thuat duge st dung.
Vi du, viéc cai thién di truyén c6 dién va cac ky thuat di truyén phéan ti c6 cing
muc dich nham cai thién san phim dé thu duge nhiéu lgi ich hon, tuy nhién, cac
cai tién ¢ mic phan tit cho két qua chéc chin hon. HAu hét cac thudc tinh ctia san
pham sinh hoc déu dudc bién déi theo hudng c6 1¢i bdi nha san xuit. Phuong phap
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¢6 dién dé bién dai mét tinh trang nao d6 ciAn nhidu thdi gian va quan trong hon
no phu thuée nhiéu vao su tdn tai ctia thudc tinh d6 trong tu nhién. Vi du, dé cai
thién tinh dé khang vdi siu bénh, cic nha khoa hoc can tim ra ngudn cung cap
kiéu gen dé khang tuong thich vi loai cin cai tao méi ¢6 thé lai duge. Doi khi diéu
nay gian nhu khéng thé dude vi tinh trang dé khéng tén tai trong kho du tri gen
cua loai hoac céac loai 1an can. Véi cong nghé gen, ngudi ta c¢é thé dua mot gen dé
khang nhu vay tir mét loai khéng tudng thich vao Joai cin cai thién vdi két qua tin
cay duge ma khéng can quan tim dén sy tudng thich vé bd may sinh san gi@a hai
loai. Piéu nav cho phép mo réng gan nhu vo han kho du trit gen.

Céng nghé sinh hoc hién dai dugc thuc hién & mic d6 phan ti, nghia 1a cac
g181 han trude diy c6 lién quan dén loai déu khdng con nita. D6 1a vi tat ca cac
loai déu chiza ADN, phan ti mang toan b théng tinh di truyén véi ma di truyén
phé bién cho tit ca cac loai. Cac phan tit ADN nay ¢é thé dude thao tac, xit 1y,
bién d6i bén trong hay bén ngoai t& bao, ¢6 thé di chuyén tir t& bao nay sang té&
bao khae, vugt qua cac bién gidi cua loai sinh hoc.

1.2, Phan loai cong nghé sinh hoc

Theo su phat trién cta ky thuit san xuit, CNSH duge duge chia lam
ba thé hé:

~ Thé hé mét: sin xuit cic sin pham thuc phadm va nude udng lén men. Ky
thuat dugde st dung bao gébm 1én men hd véi giéng tu nhién va phan 1én 1a chua
dudc biét rd, nudi trong va nudi cdy méd thuc vat. Gidng san xuat dude cai tién
thong qua chon loc tu nhién hay lai tao.

— Thé hé hai: st dung ky thuat nudi ciy t& bao hay nuéi cdy méd dé san
xuat. San pham ctia thé hé nay gém khang sinh, enzym, vitamin, acid amin,
acid hitu c¢d, dung méi. Ky thuat duge stt dung bao gbm gay ddt bién va chon loc
ching vi sinh vat va phuong phdp 1én men kin, thuin ching, duge ti uu héa dé
sinh san pham t5i da.

— Thé hé ba chinh 1a CNSH hién dai. N6 bao gém céc ky thuat tai té hgp
di truyén. Ung dung céng nghiép clia né bao gdm duge pham, ndng nghiép, héa
chat, v hoc. Cac san phim hién nay dang la céc protein tri liéu, chin doan,
vaccin thé hé hai, ba, cai tao gidng néng nghiép va xii ly méi truong.

Can luu y ring ngay nay tat ca cic thé hé CNSH déu st dung cac ky thuat
cia thé& hé ba, bat ké ho st dung céng nghé thé hé mét, hai hay ba dé san xuAt.
Do d6 phat trién CNSH cin dat trong tam phat trién cac ky thuat th& hé ba dé
tao tién dé thiic day chung.

Xét vé pham vi tng dung CNSH c¢6 thé dugce chia la ba loai:

— Céng nghé sinh hoc xanh (Green Biotechnology): CNSH ap dung trong
nong nghiép va xi 1y mai trudng.
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— Céng nghé sinh hoe trang (White Biotechnology): st dung xic tac sinh hoc
va céng nghé 1én men dé tao ra cdc san pham cong nghiép nhu héa chit hay
enzym.

~ Cong nghé sinh hoc do (Red Biotechnology): CNSH 1ing dung trong Y-Dudc.
Chan doan va diéu tri bénh. San xuit dudc pham.

1.3. Ky nguyén coéng nghé sinh hoc hién dai

Cdng nghé sinh hoc hién dai véi nhiing tiém nang ing dung to 16n da thu
hut sy quan tim ctua nhidu ngudi, tuy nhién né ciing 1am mot s4 ngudi ¢ ngai va
tham chi phan d6i. Hai dac diém chinh ecia CNSH 1a nguyén nhan cla su e ngai
nay la téc dé ap dung ctia né trong nhiéu linh vue kinh té trong cac nam gan day
va cach tiép can ddt ngdt cua né vao thi trudng tidu dung. Cé thé thay, vi du,
thoi gian tit ldc phat hién ra cong nghé dén lic san pham cé6 mat trén thi trudng
duge rit ngin rat nhiéu so véi 50 — 100 nam trude day. Trudc day, mot sang ché,
nhu may truyén hinh, tir hic phéi thai phai mat 20 — 30 nam mdi phé bién. Nhung
ngay nay, nhiéu san pham CNSH, nhu thuc pham bién déi gen, da duge dua ra
st dung trén thi trudng ngay ca trude khi moi nguai c6 duge nhan thie day da
vé né. Su thi€u nhan thic cia cong ching di tao ra tAm 1y so hii d6i véi cac san
phim ctia CNSH.

Cé thé so sanh véi thai diém ma dong co hoi nudc va cac day chuyén céng
nghiép dugc phat minh. Khi dé ngudi ta sg hii trude sy cai thién ning suit ma
cac phat minh nay dem lai.

Bang 1.1. So sanh thai gian phat trién va thuong mai héa mét sé céng nghé

Céng nghé Phat minh  B&t d4u san xuat  Thai gian phét trién
Viét may 1888 1938 50 nam
Truyén hinh 1907 1936 29 nam
Gidng cay tréng bién ddi gen 1983 1994 11 n&m

1.4. Cac dic diém cta cong nghé sinh hoc

1. La mo¢t ky thuat da ndng. Ung dung réng rai, va cé tinh chuyén déi qua
lai gifta cac linh vuc, vi du mét k§ thuat duge Ap dung cho y té cling ¢é thé dudge
sit dung cho néng nghiép.

2. Poi héi mize dé nghién ciu cao. Ty 1& dau tu cho nghién citu dé phat
trién mét san phAm méi cao hon cac nganh khace 5 — 10 1an va chiém dén 40 — 50%
loi tite. Do d6, sy lién hé gida cac cd s6 han lam véi cd s& ing dung sian xuat phai
hét sic chat ché.
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3. DPa linh vye. Hoi tu cua nhiéu linh vic khoa hoc céng nghé khac nhau
nhu di truyén hoc, héa sinh, céng nghé théng tin, co khi tu déng héa,...

4. C6 tinh hop tdc cao. Dé tao dude ing dung cong nghidp, CNSH phai cé
dugc sy phél hgp chit ché va dong b gita nang huc nghién citu, co khi tu dong
héa va su phat trién clia cong nghé san xudt méi. CaAn thiét phai phéi hdp cac
linh vyc ¢6 lién quan tao thanh mot mang ludi chit ché méi dam bao dude dau ra
cua cong nghé.

1.5. Cong nghé sinh hoec Y-Dwgc

Cong nghé sinh hoc Y-Duoc (CNSHYD): dude nhic dén nhu 1a CNSH do,
la linh viuc CNSH tao ra cic san pham phuc vu cho viéc cham séc va bao vé sie
khoe con ngusi. Trén thé& gidi CNSHYD 1a mét mii nhon cia CNSH va la linh
vic dang duge dau tu nghién ctu manh nhat, tao ra nhiéu 1¢i nhuan nhat.

Cac dac diém cuia CNSHYD

1. Poéi hdi mizc dé dau tu cho nghién ci¥u cao: nhu cau vé cham séc va
bao vé stic khoe 1a cic nhu ciu hét stic cap bach trong khi qua trinh phat trién
san pham lai phic tap do d#t ning cac vin dé vé an toan, dd chinh xac, dé tin
cay. Do dé, dé c6 dudc sin pham can phai ddu tu 1dn vé tai chinh va nhén lue cho
nghién citu, mdi ¢6 thé rit ngén thai gian phat trién va tao uu thé canh tranh.

2. Quy mé viza va nhé. Do khéi lugng thanh phdm cin cé dé dap dng nhu
cAu khong 16n nhu cac linh vue khac nhu néng nghiép hay héa chit nén quy mé
san xuit cua cac qua trinh CNSHYD thudng tit nhé dén trung binh.

3. Ty lé dau tu nghién citu cao hon sdan xudt: do quy mb san xuit nhé nén
diu tu cho thiét bi san xuat thudng thap; ddu tu chi yéu tap trung cho nghién ciiu.

4. Co tinh phéi hop cao: dé c6 duge tng dung, CNSHYD dbi hdi sy hgp tac
chat ché giita cac nganh sinh hoc, héa hoce, duge 1y hoc, dude déng hoc, bao ché.
Qua trinh phat trién mét san pham CNSHYD cin su phéi hgp giita cd s8 nghién
citu véi co sd Y-Dude mdi c¢6 thé trién khai cac thit nghiém lam siang va dam bao
céac vin dé vé an toan va y duec.

San phdm ciia CNSHYD

- Chén dodn y hoc: cac céng cu chin doan dya trén ADN, enzym, mién
dich hoc.

— Dy phéong bénh: vaccin, dac biét 1a vacein thé hé hai (subunit vaccin) va
thé hé ba (ADN vaccin).

— Piéu tri bénh: cic cong cu va nén tang cin cho

~+ Liéu phap gen

+ Liéu phap mién dich

+ Liéu phap t& bao gbc
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- Duoc pham:

+ Dudc pham tai té hgp: hormon, enzym tai td hop, protein tri liéu.

+ Thuéc ¢6 nguédn géc tit sinh vat nhu khang sinh, enzym, coenzym, vitamin,
probiotic, prebiotic, steroid, cac chat ¢é hoat tinh sinh hoe nhu taxol,...

+ Hé théng chuyén giao thudc: thude dude bao trong cic mang sinh hoc ¢6
gan cac phan ti dinh hudng dén noi cin diéu tri nha hé théng thu thé, do d6 lam
tang hiéu qua si dung, giam liéu lugng va déc tinh cia thudc.

+ Thudc va nguyén lidu thude tdng hop bing con dudng xidc tac sinh hoc:
thay thé xuic tac héa hoc bing xdc tac sinh hoc dé don giam héa qua trinh téng
hop nguyén liéu thube, do dé giam gia thanh, ting kha nang canh tranh. Dic
biét gAn day cac duge pham tinh khigt quang hoc ¢6 tinh dic hiéu va hidu qua
cao hon trong khi déc tinh va d6 an toan cao hon so véi dang hén hgp tidu trién
12 mot linh vize méi trong téng hop nguyén liéu thude ma xic tac sinh hoc la lua

chon bit budc.

+ Céc dudc liéu quy bang con dudng nudi cay md, nudi cay té bao.

2. SU PHAT TRIEN CUA CONG NGHE SINH HOC THE GIOI

Tt binh minh ctia nhan loai, ngudi ta da sit dung cac hé thang séng dé tao ra
san phim, cht yéu la ludng thuc, thue pham. Cay tréng, vat nudi da dudge lai
tao, vi sinh vat da dudc st dung dé san xuit thuc pham nhu rudu, bia, phé-mat
va banh mi, mic diu ban chit vi cd ché chia qua trinh hoan toan khéng duge
hiéu ra.

Tu the ky XIX, cing vé su phat hién ra vi sinh vat, cac khim pha cua
Mendel da dat nén méng cho cac qua trinh lén men thuan chung, khai niém lén
men v6 trung qua cac cong trinh cua Koch, Pasteur, va Lister.

Trong Thé chién I, CNSH da dugc st dung dé san xuit aceton tir tinh bot
diung cho c¢ong nghiép son, phuc vu cho k¥ nghé xe hoi. Cac nghién ctiu trong
nhing niam 1930 nhim dén viéce gia ting ning suit san pham néng nghiép dé
cung cap cho céng nghiép thay vi nhap khau. Thé chién IT d3 thiie diy quéa trinh
san xuét penicillin dé phuc vu quan d8i. Va tit d6 CNSH huéng dén viée san
xuat dugec phim va cac héa chit cong nghiép. Khai niém vii khi sinh hoc va
chién tranh sinh hoc ciing ra déi trong thdi ky nay. Bén canh d¢6 CNSH trong
ndéng nghiép, thudc trir siu sinh hoc, ché bién thyc phim, san xuit nang lugng
ciing phat trién vuot bac.

Ntita sau cia thé ky XX, cling vdi su phat hién ciu tric ADN va su phat trién
cia nganh Sinh hoc phan t{, cac cong cu thao tic gen dan dan dude phat hién va
1an dau tién vao nim 1973 Stanley Cohen di thanh céng trong viée tao ra phin
tit di truyén méi hoat déng dugce in vitro bang viéc sit dung enzym gidi han va
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ligase, md ra ky nguyén CNSH hién dai. Nam 1976, trén cd sé thanh tyu cua
Stanley Cohen, céng tv Genetech (California, My) duge thanh lap va dén nam
1978 da tao dong thanh cdng insulin ngudi vao vi khuan E. coli. Nam 1982,
insulin ngudi tai té hop trong E. coli duge cdp phép luu hanh bdi FDA, md dau
cho hang loat dudc phiam tai t8 hdp ra doi.

Nim 1997. I. Wilmut cbng bd viéc nhian ban vd tinh déng vat va tao cliu
Dolv, md ra trién vong nhin ban nhiéu loai déng vat tir t& bao soma. Thomson
va cbng su (1998) da cong bd viéc phan lap dudc cac dong té biao géc phdi
(embryonic stem cell) tit phéi nang (blastocyst) ngusi. Sau 4,5 thang cac té bao
nay van giit nguyén kha ning phat trién thanh cac té bao bifu md, sun, xuong,
¢d tran, than kinh, da. D6 14 nhitng ¢d sd dAu tién cuia e¢éng nghé té& bao géc.

Ngay 26/6/2000, 1an dAu tién coéng bs két qua giai trinh tu by gen ngusi
(Human Genome Project— HGP). Thang 2-2001, céng bs tiép nhing két qua
phin tich chi tiét hon va thang 4/2003 “Giai ma bd gen ngusi” ¢4 g dang hoan
chinh. Thanh tuu to 16n nay mé ra nhing trién vong to 1dn cho sinh hoc phén tu,
di truyén hoc, héa sinh hoce, va céng nghé sinh hoc.

Niam 2000, mitc tiéu thy san pham CNSH hién dai trén 50 ty USD va du
kién sé tang nhanh trong nhing nam sap dén.

Khac vé1 CNSH truyén théng, CNSH hién dai sit dung cic tac nhan sinh hoc
da duge cai thién bing ky thuat gen dé chuyén héa nguyén liéu thanh san pham
v6i muc tidu la nang suat chat lugng va thich Ung réng déi vdéi cic diéu kién
ngoai canh thay d6i. San pham cu thé cia CNSH hién dai la cac protein tai té
hdp, cic san pham chuyén héa duge tach chiét, tinh ch& dé stt dung trong y t& dé
bao-vé siic khde con ngudi va ciac nganh khac.

Cac cdong nghé nén cia CNSH hién dai 12 céng nghé gen, cong nghé t& bao
(vi sinh vat, ddng vat, thuc vat), cong nghé 1én men (fermentation technology) va
céng nghé enzym (enzym technology) trong dé céng nghé gen 13 c6t 161,

3. SU PHAT TRIEN CUA CONG NGHE SINH HQC VIET NAM
3.1. Nhitng tién dé quan trong

Ngay 1-1-1889, Vién Pasteur Paris duge thanh lap. Tar day nhing hoc tro
cua Pasteur nhu Calmette va Guierin di 1Am ra vaccin chong lac (BCG), Emile
Roux phat minh viée tri liéu bing huyét thanh va tim ra thuéc tri bénh bach hiu.

Niam 1891, Vién Pasteur Sai Gon, chi nhanh dau tién cia Vién Pasteur &
nudc ngoai di dugc thanh lap va Albert Calmette 13 giam déc dau tién. Nam Ay
Calmette mdi 27 tudl, éng tiép nhan mot phong thi nghiém don so tai Vién quan
y Grall (Bénh vién nhi déng II Tp HCM ngay nay). Trong vong khéng diy 3 nam
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Calmette da san xudt dude vaccin dau mua, vacein chéng dai, men 1am nép rudu
va bude dau trién khai ¢6ng trinh lam huyét thanh chéng noc rin hé mang.

Nam 1893. Alexandre Yersin néi nghiép Calmette. Vao nhing nim 1895—
1896, Yersin bt dau xay dung Vién Pasteur Nha Trang va trai chan nudi ngua
Sudi DAu dé ché huyét thanh. Ong ciing di thue cay Canhkina !am thuée chéng
86t rét va cAyv cao su gép phan phat trién kinh t&€. Yersin 1a ngudi phat hién ra vi
khuin dich hach va nam 1895 cung véi E. Roux da nghién ciu thanh céng cach
ché& huyét thanh mién dich diéu tri ngudi bi bénh dich hach.

Nam 19235, Vién Pasteur Ha Néi duge thanh 1lap. Nam 1936, Vién Da Lat va
cac Vién Pasteur Déng Duong khac duge diat duéi sit chi dao cua Paris.

3.2, Giai doan tit 1945 dén nay

Nam 1949, BS. Nguyén Vian Hudng & vung khang chién di san xuit dude
vaccin phong ddu mua, ta, thudng han.

Niam 1950, BS. Pham Ngoc Thach va BS. Pang Van Ngit da nuéi cidy nim
Penicillium 1y dich nudi ciy dé rita vét thuong cho thuong binh. BS. Pang Van
Ngii truc tiép san xuat dich thé penicillin & chién khu Viét Bic.

Céng nghiép vaccin: cong ty vaccin va ché pham sinh hoe I Ha Néi va Vién
Vacein va ché& pham sinh hoc Nha Trang di san xuit du lugng vaccin phong
bénh hang nam 8 nuéc ta; vaccin viem gan B (trén 4 triéu liéu), vaccin viém nio
Nhat Ban (trén 3 triéu liéu), vaccin ta ubng (trén 400 ngan liéu), vaccin dai (150
ngan liéu), va cac loai vaccin khic nhu BCG (Vién Pasteur Tp HCM), vacecin
thuong han, ho ga va uén van.

Céng nghiép acid amin va 1én men: céng nghiép rudu bia tiép tuc phat trién
ké ti khi nha may rudu Sai Gon ra doi va nim 1887.

Trong nhiilng ndm cta thap nién 1960: nhip nha may san xuat bdt ngot (mi
chinh) va phat trién manh 8 cac tinh phia Nam.

Tu 1996, nhiéu céng ty lién doanh nhu Ajino-moto, Vedan... da xiy dung
nha may bot ngot lién doanh.

Tit nam 1995 dén nay: cac ing dung cia CNSH hién dai nhu chin doan
phén ti, chuyén gen ddng vat va thuc vat, vi sinh vat tai t6 hop, vaccin tai té
hdp bat diu nghién citu tai cac vién, trudng trong nude. Gan day nhat l1a cac du
4n san Xuat vaccin bang virus trén t& bao than khi tién phat cua Céng ty vaccin
va sinh phﬁmll Ha Nb6i. Vién cong nghé sinh hoc dang phéi hgp vét vién vaccin
Nha Trang nghién cfu san xuat vaccin H5N1 cho ngudi bang phuong phap nudi
cdy chung NIBRG-14 giam déc luc trén phéi gi. Gan day Vién Pasteur TP.
HCM dang du dinh trién khai du an nghién citu quy trinh sin xudt vaccin cim
H5N1 diung cho ngudi bing phuong phap nuéi ciy virus bat hoat trén phoi ga va
té& bao Vero.

15



3.3. Thanh tuu 30 nAm phat trién céng nghé sinh hoc § TP. H Chi Minh

Mbt s6 két qua dién hinh trong viéc ing dung va phat trién CNSH tai TP.
HCM trudc khi c6 Nghi quyét 18/CP ¢6 thé dude tém tit nhu sau:

Trong san xuat néng nghiép, chd trong cac dé tai phuc vy sy phat trién cha
noéng nghiép ngoai thianh dé théa man nhu ciu thuc phim va mét phin ludng
thuc cho nhan dan thanh phé trén cd s6 thAm canh ting nang suat va chit lugng
san pham. D& tai sdn xuit cac chit kich thich sinh trudng thuc vat bing vi sinh
vat da thanh cong trong viéc san xudt gibberellin 8 quy mé phong thi nghiém va
pilot. D& tai nhan gidng cac cdy tréng néng nghiép bing nubi cdy md da thanh
cong trong viéc nhan gidng nhiéu cAy tréng cé gia tri nhu khoai tay, ca phé,
chudi, mia, cam, quyt, du dq, phong lan, dia lan..., gép phin dua TP. HCM trd
thanh mét trung tAm manh ctia ca nude vé céong nghé nudi cady mé thue vat, cé
kha niang chuyén giao cong nghé cho cac dia phuong khac. P& tai san xuat rau
sach budc dau dng dung by pheromon, thudc trir siu vi sinh, thude thao méc...
dé han ché& du luong thude trit sdu trong rau, tao cd s& cho su phat trién cta san
xuat rau sach phuc vu nhu cAu nhan dan thanh phg.

Mat s dé tai dd ing dung thanh céng vi sinh vat va enzym phuc vu linh vuc
ché& bién luong thue, thuc pham: 18n men bé mat mat ri dudng bing nim méc dé
tao acid citric 8 quy mé pilot, 1én men nude dita bing vi khuin dé tao thanh dira
3 quy md thuong pham, san xuit glucose va fructose bing céng nghé enzym &
quy mb pilot, cai tién chat ludng vé mui va mau et nudec mam xuat khiu...

Trong linh vuc bao vé méi truong, mét s6 dé tai da ding dung thanh céng vi
sinh vat trong xu ly riac thanh phin bén hitu cg; phdn lap va dng dung vi sinh
vat trong tao buin hoat tinh dé xit 1y nudc thai cong nghiép...

Cung véi hoat déng nghién ctiu va phat trién CNSH & cac vién, truong dai
hoc, Chudng trinh CNSH TP.HCM da tao ¢ sd kha viing chic cho viéc thuc hién
Nghi quyét 18/CP cta Chinh phui vé phat trién CNSH.

4. PHAT TRIEN CONG NGHE SINH HOC VIET NAM DEN NAM 2020

Dé diy manh viéc nghién cdu, phat trién va dng dung CNSH dén nam 2020,
Ding da chi ra phuong cham, muc tiéu, nhiém vu va giai phap phat trién CNSH
trong thoi gian té1 nhu sau:

Phuong cham

1. Trén co s8 tiép nhan chuyén giao céng nghé, ddy manh phat trién cong
nghé ndi sinh, di thdng vao cong nghé cao trong Iinh vize CNSH nham vira khai
thac téi uu, virta bao vé va phat trién ngudn tai nguyén sinh vat cua dat nudc;

2. Khéng ngiing ning cao tinh canh tranh clia cac san phdm sinh hoc dong
thoi dam bao su phat trién bén viing;
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3. Huy déng cac ngudn luc clia xa héi, cac thanh phan kinh té tham gia phat
trién CNSH.

Muc tiéu

1. Gép phan @4y manh, ning cao chit lugng san pham, sdc canh tranh cua
néng san hang héa, tang nhanh ty 1& néng san ché bién xuit khiu; giam nhap
kh4u, tién tdi cung cdp mot phan nguyén liéu 1am thude chita bénh thiét y&u cho
nhin dan;

2. Xay dung nén codng nghiép sinh hoc thanh mét nganh kinh t& — ky thuat
coéng ngh cao, san xuat duge mot s6 san pham cha luc va ¢6 déng gép xiing dang
cho GDP;

3. Phat trién CNSH dat trinh d6 ¢éng nghé tién tién trong khu vuc;

4. Tao ra phong trao iing dung CNSH réng khap trong quan ching.

Nhiém vu

1. Ung dung réng rai CNSH vao sin xuit va ddi séng. Trong linh vic néng
lam ngu nghiép, CNSH phai gép phan quan trong trong viéc tao ra cic giéng cay
trong, vat nudi méi c6 nang suit, chat lugng va hidu qua kinh t& cao, déng gép
thiét thyc vao chuyén d6i co cdu kinh té&; tao ra cong nghé ché bién néng san
nhim da dang héa va nang cao chit lugng san phdm xuit khau. Trong linh vye
Y-Duge, CNSH c¢6 nhiém vu gép phan giam nhap khiu, ting budc tu tic céce
nguyén liéu lam thuéc; nhanh chéng 4p dung CNSH hién dai vdo kham chila
bénh; tap trung nghién citu dng dung cic céng nghé mai nhon dé san xuat
vacein thé hé méi, cic loai thude diéu tri 14 protein tai t8 hop, dua céac liéu phap
cong nghé gen, cong nghé té bao vao diéu tri cic bénh hiém nghéo, cac vi sinh
vat tai té hop dé san xuat khang sinh, vitamin va acid amin. CNSH méi trudng
tap trung nghién cdu, phét trién va ing dung réng rai cic cdng nghé xit 1y cac
chat thai rin, 1ong, va 6 nhiém do su ¢6 tran dau.

2. Xay dung va phat trién c6ng nghiép sinh hoc: tién hanh quy hoach va dau
tu phat trién nén céng nghiép sinh hoc trong tit ca cac linh vuc Néng nghiép,
Thuy san, Y-Dude; trong dé dic biét chy trong phat trién céng nghiép ché bién,
cong nghiép nguyén liéu 1am thudc, vacein thé hé méi va cac nganh cong nghiép
phu trg.

3. Phat trién tiém luc khoa hoc va céng nghé cia CNSH. M4 rong quy mé va
nang cao chit lugng dao tao ngudn nhan lue, dam bao sau 2010 cung cidp day du
cén bd cho cac nhu cdu nghién cttu phat trién céng nghé, giang day, quan ly va
san xuit kinh doanh. Ting cudng ddu. tu va hoan thién mang Iudi cac phong thi
nghiém CNSH, tap trung ddu tu dit diém va dua vao st dung cac phong thi
nghiém trong diém; xay dung 3 ba mién Bie, Trung, Nam cac trung tim manh
vé CNSH lam- hat nhan cho viéc nghién citu va ing dung CNSH trong ca nudc,

2080 RoS] SPEX IR
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nhanh chéng lam chu cac céng nghé nén trong linh viie CNSH. Phan ddu dén
nim 2020 dat trinh d6 tién tién trong khu vuc d61 véi mét sd linh vuce cong nghé
quan trong cua CNSH. Tap trung nghién citu va ing dung céng nghé gen tao ra
c4c bién d6i b gen thuc vat, dong vat theo hudng cé 193; chita cac bénh di truyén;
chi trong nghién cdu cac dic diém va cac thay déi b gen ctia ngudi va vi sinh
vat do tac dong cua 6 nhiém méi trudng va chat déc héa hoc. Tap trung nghién
cdu va ing dung céng nghé té bao déng va thuc vat trong tao va nhin nhanh
gidng ciy trong va vat nudi cé wu thé vé san xuat, chat lugng; phat trién va ung
dung céng nghé té biao gbc trong tri lidu. Tap trung nghién ctiu va tng dung
cong nghé enzym va protein trong cong nghiép ché bién va dac biét trong linb
vue mién dich hoe phan tu phuc vu san xuit vaccin thé hé mdi va ché pham
chan doan bénh. Céng nghé vi sinh tap trung nghién cdu, danh gia va ving dung
tal nguyén vi sinh vat; tao chung gidng cao san bing céng nghé cao; nghién ciu
hoan thién, phat trién va ung dung cac ky thuat 1én men vi sinh vat trong san
xuit phuc vu phat trién céng nghiép sinh hoc.

Giai phap

Tao sy chuyén bién manh mé trong nhan thitc cla cac cdp uy Dang, cac
nganh, cac cAp va toan xi héi vé vai tro, vi tri va tAm quan trong ciia CNSH
trong sy nghiép cong nghiép héa va hién dai hda;

Tao hanh lang phap 1y dé phat trién CNSH va ting cudng cong tac quan ly
Nha nudc trong linh vue CNSH;

Xay dung va tb chic thuc hién c6 hiéu qua K& hoach tdng thé phat trién
CNSH, Chién luge dao tao ngudn nhan lue, Quy hoach phat trién cong nghiép
sinh hoc;

DPa dang héa cac ngudn luc va tap trung dau tu dé nghién citu, san xuat cac
san phAm CNSH co ban va thiét yéu phyuc vu phat trién kinh t& — x4 héi; hinh
thanh va ap dung nhing chinh sach vu dai cao nhdt cho phat trién nhanh cac
doanh nghiép CNSH vira va nho;

Tao lap thi truong céng nghé cho CNSH, trong 46 phai gan két chat ché
hoat d6ng khoa hoc va céng nghé vdi hoat déng san xuit va kinh doanh cua
doanh nghiép; khuyén khich va h& tro cho cac hoat déng chuyén giao va dng
dung CNSH vio san xuit v doi sdng;

M3 réng quan hé hgp tac quéc t&, tranh thi moi quan hé quéc t& dé dao tao
ddi ngt can bd diu dan, chuyén gia gidl va ning cao trinh d6 nghién ciu, phat
trién codng nghé trong linh vuc CNSH;

P4iy manh théng tin, tuyén truyén dé dua cac tién bd cong nghé trong linh
viic CNSH dén ngudi st dung.
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TU LUONG GIA

1.
2.

Y nghia clia cong nghé gen d6i véi su phat trién cia CNSH.

CNSH thé hé 3 c6 dic diém gi va aAnh hudng ciua né déi véi sut phat trién cla
CNSBH néi chung.

. Giai thich dic diém quy mé vira va nhé cia CNSHYD va y nghia ctia né d61

véi viée phat trién CNSH & nudc ta.

Su kién nao dude xem 1a khai didu cho duge pham tai té hdp
A. Phat hién cau tric xoin kép cua ADN

B. Phat hién penicillin

C. Insulin ngudi tai t6 hdp trong E. coli dude FDA cdp phép
D. Céng bd két qua Dy an B6 gen Ngudi

Céng nghé sinh hoc xanh 12 céng nghé

A. San xuat nhién liéu sinh hoc

B. St dung enzym trong san xudt thude

C. Ung dung trong néng nghiép va méi trudng

D. Lai tao gidng cay trong
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CHUONG 1

CONG NGHE LEN MEN

Bai 2
KHAI NIEM VA PHUONG PHAP LEN MEN CONG NGHIEP

1. DAI CUONG

Thuit ngit 1én men (fermentation) ti tiéng La Tinh “fervere” c6 nghia 1a lam
chin, dung dé dién ta hoat déng clia nim men trong dich chiét trai ciy hay dich
duong héa ngii cde.

Ngay nay, ngudi ta hiéu 1én men la tit ca cac qua trinh bién d8i do vi sinh
vat thuc hién trong diéu kién y&m khi hay hiéu khi. Hay néi mot cach khéac 1én
men la sy tich lily cac san pham trao ddi chit hitu ich cho con ngudi trong qua
trinh nuéi cdy vi sinh vat.

Lén men céng nghiép dugc hinh thanh tit cudi thé ky XIX va phat trién
manh tif nia cudi thé ky XX. Hau hét cac quy trinh san xuit ctia céng nghé sinh
hoc, ké ca CNSH hién dai dua trén cong nghé gen, déu dua vao ky thuat 1én men
dé tao ra san pham.

1.1. Muc dich

Phan 14ap, tuyén chon va cai tao gidng vi sinh vat ti cac ngudn gen tu nhién,
ché phim nhap ndi va 1én men truyén théng bing con dudng lai tao, gy dot
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bién va tai t6 hgp nhiam tao ra giéng ¢é hoat tinh va kha nang canh tranh cao dé
ing dung trong céng nghiép, néng nghiép, vy t& va bao vé mdi trudng, phat trién
cAc san pham phan bén vi sinh, vi sinh vat trg sinh (probiotic), thusc bao vé thue
vat, déng vat, cac ché pham vi sinh dung @& xd 1y nudc, 1am sach méi trudng, cac
protein—enzym va cac san phim chuyén héa cta vi sinh vat.

1.2. San phim cuia cong nghé 1én men

1. Sinh khéi vi sinh vat: gidng, men banh mi, vaccin, protein ddn bao, phén
vi sinh, ch& pham diét cén trung, probiotic.

2.Enzym vi sinh vat: a—amylase, B—glucanase, amyloglucosidase, glucose
1somerase, glucose oxidase, cellulase, hemicellulase, pectinase, invertase, protease,
lactase, lipase, streptokinase...

3. San pham trao d8i chAt

a. So cap: rudu, bia, acid amin, acid hitu ¢g, nucleotid, mét sé vitamin....

b.Thi cap: khang sinh, lipid vi sinh vat, chat mang, cAc chit tang trudng,
cac chit ¢ hoat tinh sinh hoc.

4. Sian pham tai té hop gen: cac protein tai té hop va cac san phim khéc
dudc tao ra nhd cac té bao vi sinh vat chuyén gen

5. Cac biopolymer va biosurfactant: cic polysaccharid ngoai bao nhu xanthan,

gellan, alginat vi sinh, cellulose vi khudn... vi cac chat hoat dong bé mit (biosurfactant)
duge sdn xuat biang eéng nghé 1&n men.

2. CHUNG VI SINH VAT
2.1. Khai quat

Vi sinh vat duge st dung rdng rai trong cac qua trinh céng nghé dé tao ra
cAc san pham hodc cung cap cac chit trung gian dé tao ra san phim. Vi sinh vat
duge st dung nhiéu do cic uu thé nhu dé nuéi cdy 8 quy mé ldn, ting trudng
nhanh, sit dung dudgc cac cd chat ré tién (trong nhiéu trudng hdp 13 cac chAt phé
thai tit cac cdng nghiép khac) va kha ning cho nhidu san phim da dang. Bén
canh d6 ching dé dang dugc bién d8i di truyén 1am cho kha ning cai thién thude
tinh dé sdn xuit ra san phim méi 1a vé tan.

Trong cic quy trinh ¢6 xua, su 16n men dude thyc hién bdi mst hén hgp cac
vi sinh vat (mét s& van con dude tiép tuc dén ngiy nay). Tuy nhién, gan day cac
néd luc dé phan lap va cai tao ching didn ra gin 120 nam trudc di din dén khai
niém lén men thuin ching, va dén nay dé 14 xu thé& chung. Céac chung 1én men
thuong duge phan lap tit méi trudng tut nhién bing cach sing loc ngiu nhién,
tuy nhién, ching ciing c6 thé ¢6 dude tit cac ngidn hang ching. Hiu hét cac vi
sinh vat nay, bat k& ngudn goéc, déu trai qua qua trinh bién dbi dé cai tao chiung
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bang dot bién hay lai tao nham tang cudng cac dic tinh can thiét cho cdng nghé.
Ngay nay, ky thuat di truyén da dude su dung nhiéu trong viéc cai tao chung,
tao ra tiém nang to 1én trong viéc sit dung vi sinh vat bién déi di truyén dé tao
ra cac san pham hoan toan mdi ma khéng thé thyc hién duge véi cac vi sinh vat
ban dau.

Trong da sé trudng hop, cac quy dinh vé an toan anh hudng nhiéu dén viéc chon
lya chiing trong cong nghiép. V& mit an toan, vi sinh vat duge chia Jam bén loai:

1. Khéng gay bénh cho ngudi, déng vat va méi truong (GRAS — Generally
Recognized As Safe).

2. C6 thé gay khé chiu cho ngudi, déng vat va méi trudng.

3. GAy bénh, truyén bénh nhung cé cach chita tri.

4. Gay bénh, truyén bénh rat nhanh nhung chua ¢é cach chita tri.

Néi chung céng nghiép lén men thudng uvu tién si dung cic chung GRAS
(generally recognized as safe — dude coi 13 an toan), dic biét d61 véi cic qua trinh
san xudt ¢d lién quan dén thuc phim. Nguyén nhan la do tién trinh xin cap phép
si dung mét vi sinh vat méi trong céng nghé hét sitc khé khin va tén kém. Néu
mot vi sinh vat gdy bénh hay vi sinh vat bién d6i di truyén dude sit dung trong
san xudt, cac bién phap an toan ba sung phai dude ap dung. Cac phucong tién tén
trit dac biét duge Ap dung dé dam bao 1a cac vi sinh vat nay khéng thoat ra khai
nol 1én men.

Bang 2.1. Mot s6 vi du vi sinh vat GRAS

Vi khuan Nam sqi

Bacillus subtilis Aspergillus niger
Lactobacillus bulgaricus Aspergillus oryzae

L actococcus lactis Mucor javanicus
Leuconostoc oenos Penicififum roquefortii
Nam men

Candida utilis Kluyveromyces lactis
Kluyveromyces marxianus Saccharomyces cerevisiae

2.2. Phin lap cac chang thich hgp tit méi trudng

Vi sinh vat san xuat c6 thé dude mua tir cac ngan hang chiing, tuy nhién, cac
ching nay tén tai khap noi trong ty nhién, do dé cé thé phan 1ap ching ti noi
sinh cu tu nhién dé giam phu thudc vao cac ngian hang chiing va tao uu thé dac
quyén vé chiing san xuit. Cac chién luge duge ap dung d& phan lap ching vi
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sinh vat céng nghiép thich hdp tit méi trudng 6 thé dudc chia lam hai kiéu, “san
lung” (shotgun) va cé dinh hudng (objective). Trong kiéu “san lung”, mau c6 chita
vi sinh vat séng tu do, biofilm (mang sinh hoc), va cac kiéu sinh thai cta vi sinh
vat khac duge thu nhan tir thi, thuce vat, dat, chat thai, nude thai, va dac biét tai
cac nol c6 diéu kién bat thuong. Cac mau phan lap dude sau d6 dude sang loc
theo cac diac tinh mong mudn. Kiéu cé dinh hudng thi viéc 14y miu ¢é chu dich
hon, thuong 14 ngi sinh cu ty nhién clua vi sinh vat muén phan lap. Vi du vi
khuan sinh methan sé& hién dién trong 16p bun tram tich thiu oxy dudi cac ao,
hé, vi khuin phan hily hemoglobin ¢6 nhiéu & cac 16 mé, va vi khuin oxy héa
hydrocarbon dé tim thay tai cac giéng ddu hay gara stta xe hoac khi can tim vi
sinh vat kha ning phian hiuy mét chat déc nao d6, nguoi ta sé lutu taAm dén cac vi
tri c¢é nhiéu chat déc tuong tng.

Sau khi 14y maiu, moét van dé quan trong 1 phai quyét dinh st dung méi
trudng nao dé phan lap va nudi cay ching. Thong thudng bude diu tién ngusi ta
sé kim ham hodc giét cac vi sinh vAt phé bién trong mau va kich thich su tang
trudng cua cac vi sinh vat hiém gap. Sau d6 vi sinh vat cin phan 1ap sé “dudc
lam giau” bang k§ thuat nudi cAy ting sinh d& cic vi sinh vat mong muén biéu
hién cac tinh trang va ting sé lugng trudc khi phan lap va sang loc. Ky thuat
nay kha don gian: ngudh ta thiét lap cac dicu kién madi trudng vé nguon niang
lugng, carbon, va nitd; chat nhan hydro; khi truong; nhiét d6; pH; anh sing;
v.v..., khi d6 hén hop vi sinh vat dugc cdy vao va nhing vi sinh vat nao ¢6 kha
nang thich nghi cao nhat sé chi€ém wu thé va “dugde lam giau” so véi cic sinh vat
khac. Tuy nhién, cach nay chi 4p dung dude cho cic vi sinh vat ¢6 dac tinh mong
mudn 13 vu thé sinh hoc ciia chiing.

Mabi trudng tang sinh long nén duge sit dung néu ching mong muén 1 ching
c6 toc d6 phat trién nhanh nhat. Trong trudng hgp nay, miu vi sinh vat sé& dude
cAy chuyén lap lai nhiéu lian dé thu dude vi sinh vat mong mudn trong mau cay
cudi cung. Tuy nhién, néu cac chiing khéng ¢6 su khic biét dang ké vé thude tinh
tang trudng, phuong phap phan lap trén méi truong rin nén dude sit dung: mau
vi sinh vat dugde pha loang va trai trén cic mdi trudng tang sinh rin. Vi sinh vat
sé ting truong thanh khém riéng biét va duge sang loc.

Khi ¢6 duge mau vi sinh vat thuin khiét trén méi trudng rin, cac bién phap
sang loc sé duge 4p dung trén cic mau phan lap dudge. O thdi diém nay, miic do
hoat tinh mong muén khéng nhat thiét phai cao vi sau dé6 ching sé dude cai tién
va chon loc tiép dé Jam manh cac diac diém mong muén va loai bd cic tinh trang
giy khé khan cho ¢éng nghé. Ngoai ra, cac diac diém nhu tinh 6n dinh, déc tinh
cling 12 mét yéu t6 tham gia chon loc.

Viéc phén lap chiing lén men thuan khiét tit cic mAu 1én men vi sinh vat hén
hdp trong cac quy trinh 1én men cd xua cing duge tién hanh theo cach tuong tu.
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Viéc phén lap va chon loc mét vi sinh vat tuong d6i d& dang, tuy nhién néu
thudc tinh mong muén thudc vé mdt nhém vi sinh vat hoat dong phdi hop véi
nhauy, vi dy céc vi sinh vat dé phan hily mét phitc hgp da thanh phan, thi van dé
8é& trd nén phiic tap hon nhiéu. Nhung vé nguyén tic, ngudi ta sé chia qua trinh
phic thanh mét loat cic qua trinh con trong d6 chi lién quan dén mét vi sinh vat
hay moét enzym.

2.8. Cac ngan hang chung

Cac ngin hang nay suu tap va luu giidl cac chung vi sinh vat da dude phian
lap va xac dinh mét s6 tinh chat so bd, 14 mét ngudn cung ciAp chiing rat manh.
Trén thé gidi cé6 khoang 500 ngin hang khic nhau, hau hét 13 nho va cuc bd,
hoic duge chuyén biét v& mét nhém vi sinh vat nao d6. Mot s6 ngan hang chung
chu yéu dude liét ké trong Bang 2.2. Cén luu y khi st dung chiing tit nguén nay
14 tuy tiét kiém rat nhiéu chi phi dé phan lap va sang loc sd bd tit méi trudng ty
nhién, nhung cic d6i thi cong nghé cing biét va cé thé st dung cac chung nhu
vay do dé uu thé& canh tranh sé khéng con.

Bang 2.2. Mét s6 ngan hang ching quan trong déi vdi cong nghé

Ngén hang Loai chung dudce gil

American Type Culture Collection (ATCC), USA T&t ca
Centraalbureau voor Schimmelcutture (CBS), Ha Lan N&m men va ndm sgi
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Phap T4t ca

Deutsche Sammliung von Mikroorganismen und Zellkulture (DSMZ), Tat ca

bire

Cac ngan hang chiing clia Vuong Quéc Anh

Culture Collection of Algae & Protozoa (CCAP)

European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC)
CABI

National Collection of Food Bacteria (NCFB)

National Collection of tndustrial & Marine Bacteria (NCIMB)

National Collection of Pathogenic Fungt (NCPF)
Nationa! Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB)

National Collection of Type Cultures (NCTC)
National Collection of Wood Rotting Fungi (NCWRF)
National Collection of Yeast Cultures (NCYC)

T&o va bao tr trung
Té bao dong vat
Nam sdi

Vi khudn thuc phm

Vi khudn (chung, cong
nghiép, nuéc man)

N&m gay bénh

Vi khuén gay bénh
thue vat

Vi khuan trong y hoc
N&m phan hdy gé

Nam men (khéng gay bénh)
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2.4. Cac chung céng nghiép va bién phap cai tao

Bat ké ngudn géc, ching dude sit dung trong céng nghé cin théa man mét sé
yéu cau

1. On dinh di truyén.

2. 8an xuit hiéu qua san phim mong mudn, con dudng sinh téng hdp san
pham da dude khao sat ky.

3. Khong can hay it cdn bd sung vitamin va yéu té tang trudng.

4. Su dung dudc cac cd chit phd bién va ré tién.

5. C6 thé bién d4i di truyén duge.

6. An toan, khong gy bénh, va khéng san xu#t chat ddc, trir khi d6 chinh 1
san pham.

7. Dé dang thu hoach tit qua trinh 1én men.

8. D& dang pha v3 té bao néu san pham 12 ndi bao.

9. It tao ra sAn pham phu dé thuan tién cho viéc tinh ché san phim.

Cac dic tinh khac nhu tinh ua nhiét, wa muéi cling duge quan tAm trong lén
men. Ngoai ra, dac biét déi vdi t& bao phat trién trong méi trudng 16ng, chiing
can c6 kha nang ting trudng dudc trong cac ndi 1én men hién c¢é, tranh phat sinh
chi phi ché tao néi mdi, déng thai ¢6 kha ning chiu khudy, khéng sinh qua nhiéu
bot va khéng ¢6 xu hudng bam vao cac bé mit.

Cai tao chung

Vi sinh vat hiém khi dudc st dung trong céng nghé dudi dang hoang dai.
Trong hiu hét trudng hop, cac chiing dot bién dudc tao ra va chon loc dé phit hop
vdi yéu cau clia cong nghé san xuit. Cai tao chiing 1a mét phan quan trong séng
con cua tién trinh trién khai trong hau hét cong nghé 1&n men. N6 gitp giam gia
thanh théng qua tang ning suit hoic giam chi phi san xuat. Nhiéu phuong
phap bién d6i di truyén da duge sit dung dé thay d6i dac diém di truyén cia
ching. Chién luge nham thu dude chung cé cac dét bién mong muén doi héi kién
thitc sdu vé chuyén héa va di truyén cta chiing ban déu.

Trong nhiéu trudng hgp viéc cai tién dude tién hanh théng qua cic phudng
phap tai t6 hgp di truyén ty nhién, trong dé6 két hdp cac yéu t6 di truyén tl cac
b gen khac nhau dé tao thanh mét kiéu gen mdi. Mot cach khac 12 théng qua
a6t bién. Cac ching tai t8 hgp va d6t bién dude chon loc theo cac dac tinh thich
hdp cho 1én men céng nghiép. Ngoai ra, gdn diy ngudi ta con dya vio k¥ thuat
thao tac gen hay céng nghé gen. Céng nghé gen vé 1y thuyét cé thé dua mét tinh
trang méi, théng qua gen — ADN, vao té& bio, vudt qua cac rao can sinh hoc vé
loai va ngudn gen, do d6 kha nang cai tao ching ctia né 1a vé tan.

Cac chung sau khi cai tao thudng khéng séng dude trong méi trusng tu
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nhién, do ching bi thay d6i co cdu diéu hoa dé tao ra cac chuyén héa mat cin
bang. Ngoal ra chiing ciing can duge duy tri trén cac mbi trudng chuyén biét dé
chon loc va duy tri cac thuédce tinh dudge chon loc.

Tdi té6 hop tu nhién

ADN vi khuin thudng & dang mét nhiém si¢ thé don va cac plasmid. Méi
plasmid c6 thé mang hang tram gen b sung va chiing ¢é thé ¢6 hang nghin ban
sao trong mbi t& bao. Cac plasmid b sung cac théng tin di truyén cho cac tinh
trang khéng c6 trong nhiém sic thé. Khéong nhu cic t& bao nhan that, vi khuin
khéng sinh san hitu tinh, tuy nhién ching cé thé trao d6i mét s thong tin di
truyén véi nhau théng qua tiép hgp, tai nap va bién nap, nhs d6 ngudi ta cé thé
chu dong dua thém cAc tinh trang méi vao té& bao vi khuan.

O cac t& bao nhan that, su tai t8 hdp di truyén xay ra trong qua trinh sinh
san hitu tinh. Kiéu gen mdi duge tao ra do sit trao d6i chéo gida cac nhiém séc
thé bd me trong quéa trinh giam phan. M6t s6 loai ndm quan trong trong céng
nghé, bao gébm Penicillium va Aspergillus, kXhéng ¢6 sinh san hiu tinh ding
nghia, tuy nhién, chu ky cian hiu tinh cung cdp mdt phuong thitc dé tao ra
ching méi. Diéu nay xay ra khi hai thé don bdi di truyén khac nhau dudc nuéi
chung va dé sdi nAm hoa nhap véi nhau tao ra mdt ching di nhan ciu tao bdi hé
s0i chila cAc nhan cé ngudn gée tir mbi ching ban dau. Viéc tao thé di nhan ngay
nay c6 thé thuc hién in vitro bing cach hgp nhat thé nguyén sinh (protoplast).
Ngoai ra, mot sé t& bao nhan that, bao gbm mét s ndm men, nAm sdi, ciing ¢b
plasmid nén ciing ¢6 thé dung lam céng cu thao tac di truyén.

Gay dét bién

Gay &6t bién lién tiép xen ké vdi chon loc ¢6 dinh huéng va sang loc cac chung
séng sot 12 mét cdng cu cai tao ching hiéu qua. Cac d6t bién c6 thé ty nhién hay
cam 1ng, nhung ching déu cé thé xem 1a hau qua clia céc qua trinh ty nhién
nén thudng it gip van dé véi cac quy dinh cdp phép hon cac ching duge tai td
hgp bing ky thuat thao tac gen.

Cac phudng phap gy dét bi&n néi chung c6 ing dung gidi han vi ching chu
yéu dat duge k&t qua do lam réi loan co ché kiém soat. Cac phudng phap truyén
théng nay da dudc ap dung thanh céong dé loai mau viang cta penicillin
(chrysogenin), mdt sic t6 vang san sinh bdi chung Penicillium chrysogenum.
Viéc gy dot bién nay ciing di lam ting hiéu suit penicillin. Cac vi du khac vé
d6t bién lam y&u qua trinh kiém soat dé tao chiing nang suit cao hon duge thiy
6 mdt s6 vi sinh vat diung dé san xuat acid amin.

Gan day, cic phuong phap mdéi duge phat trién lam ting kha nang dot bién
chung va ting tAn suit 46t bién ctia mét gen cu thé nhim thu duge kidu dét bién
mong mudn véi tin suit cao nhat. Ky thuat gy dot bién dinh hudng nay déi hoi
cac kién thic nhat dinh vé cic gen diéu khién ctia gen dich va ban dé gen ctia vi

26



sinh vat. Hon niia, gy dot bién in vitro hién nay dude sit dung phéi hgp véi thao
tac di truyén dé 1am bién déi cac gen hay mdt phan cia gen da duge tao dong.
Dot bién ngau nhién

Trong mdt quan thé vi sinh vat cac dot bién dién ra mét cach tu nhién khéng
can c6 su can thiép do cac sai sét trong qua trinh sac chép vat lidu di truyén. Dét
bién ty nhién xay ra véi tAn suit rat thap, vi du & hau hét vi khuén tan suit nay
xap x1 10 ' cho mét gen qua méi thé hé. Xac sudt xay ra mot dot bién trén mot
gen (thay dé6i mét nucleotid) vao khoang 107, va cho mét cap nucleotid 1a 107,
Tan suit cua cac dét bién ngude (46t bién vé dang hoang dai) cing tudng tu, do
d6 néu khang ¢6 ap ldc chon loc thi su thay d6i kiéu gen va kiéu hinh do 44t bién
ngiu nhién trong tu nhién rat thap. Ngay ca khi c¢6 4p luc chon loc dé git lai cac
kiéu hinh ¢6 uu thé& thi dét bién ngiu nhién ciing khé ¢6 ing dung trong viéc cai
tao chuing vi tin suit dau vao qua thap.

Pét bién nhéan tao — cam ung

TAn suit dot bién c6 thé dude ting 1én dang ké néu xu ly t& bao véi cac tac
nhin gay dat bién héa hoc, vat 1y hay sinh hoc. Cé thé chia dét bién lam ba loai:
(1) thay thé cap base vi du AT bing GC; (2) chén hoac mit cap base; (3) chén
hoac mat hoac thay d6i vi tr{ cua méot doan ADN trong nhiém sic thé. Cac dot
bién loai 1, con goi 1a d6t bién diém, rit d& nghich dao vé dang ban dau.

Nhiéu phudng phéap dude st dung dé cam dng dot bién:

1. St dung base tuong déng. Cac base nay du gidng véi cac base tu nhién, do
dé bi dua vao trinh tit ADN trong qua trinh sao chép. Ching van cé chilc nang
binh thudng, tuy nhién cé xu hudng bit cip nhiam khi sao chép lan hai va do d6
gay ra cac dot bién diém.

2. Thay d8i vé hoa hoc ciia cac base. Mot s6 tac nhan gay dot bién anh hudng
dén cdu tric héa hoc ciia base va do dé gay sai sét khi sao chép. Vi du, x1t Iy t& bao
véi nitrit (HNO,) gay khit amin cia adenin, guanin, cytosin va gay bit cap sai.
Cac tac nhin alkyl héa nhu ethyl hay methyl methanesulfonat, ethyleneimin,
nitrogen mustard, vd N-methyl-N—-nitro-N'—nitrosoguanidin (MNGQG), 14 cac chat
gay dot bién manh nhat. Thude nhudm Acridine (proflavin) hoat déng bing cach
chén vao gitta cac soi ADN vi gAy chén hay mat mdt cap base.

3. Chiéu xa. Chidu xa UV anh hudng dén cic base pyrimidin va giy sai sét
trong sao chép.

4. Gay d6t bién bing transposon. Théng qua tiép hgp, cic plasmid mang
transposon (y&u t& Tn) cé thé duge dua vao t& bao can giy dét bién. Transposon
6 thé chuyén vi dén cac vi tri khic trén nhiém sic thé hay plasmid va 1am gian
doan cac gen tai d6 dan dén dot bién.
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Gay 46t bién: Rira va phan tan & Thém 100 U/ml
UV, HNO,,... mat 46 107/m! penicillin

Nubi ciy 5 h trong U 5 h trong moi Nudi cdy 2-20 h
mdi truang hoan truong glucose Ce s A
. A L Loai bo penicillin
chinh khong chira nito Pha loang dén 50-
100 té bao/hdp
‘ . —

Moi trudmg Mai trudng @ Maéi trudng
hoan chinh 161 thiéu hoan chinh

Hinh 2.1. Phuong phép 1am giau thé khuyét dudng bing penicillin
Cdc loai thé dét bién va nguyén tde chon loc

D6t bién ngau nhién hay cam ting néi chung déu 13 cac sdu kién hi€m xay ra
461 véi t&€ bao va s8 thé ddt bién thu dude tit mot quan thé thudng nhd. Théng
thudng nguoi ta phai khao sat hing nghin dia thach vé hang triéu khém (dong
t& bao) dé tim ra mot thé d4t bién mong mudn néu khéng cé bién phap chon loc
thich hop dé 1am tang s& lugng cha thé dét bién mong muén trong dan s6. Do d6
viéc sang loc thé dat bién déng vai trd quan trong trong viéc thu duge thude tinh
mong mudn. Viéc tang sinh thé dét bién c6 thé dat dude bing cach tiéu diét cac
té€ bao ban dAu hay nubi ciy trong cac diéu kién ma thé doét bién cé vu thé tang
trudng. C6 nhiéu phuong phap dé tang sinh thé dot bién. Trén thyc t& viée thiét
k& chién luge sang loc thé dét bién 1a mét trong nhitng nghé thuat phic tap va
doi hdi cao nhat dai véi cac nha vi sinh vat hoc, mdi loai thé dét bién cin mot
bién phap dét bién riéng.

Viéc nhan dién thé d6t bign 1a mot van dé khac. Néu thé dot bién cé kiéu
hinh ré rang, vi du ¢6 mau hay khang lal mét chit dc ché nao d6 thi van dé rat
don gian, ching cé thé dé& dang nhan dién gia cic khém vi khuin nguyén
thay. Mét s6 thé dot bién cé thé dude phat hién sau khi thém cac thuée thi, vi
du thém dung dich Lugol dé phat hién cac thé dét bién thuy phan tinh bot da
dudc ciy trén thach tinh bdt. Viéc phat hién cac thé dst bién khuyét dudng
bing cach so sinh su ting trudng cia cing dan sd trén hai méi trudng khac
nhau. Tuy nhién, viéc phat hién nhidu thé dat bién cidn mét chién lude tét va
nhiéu cong sie.
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Cac thé khuyé&t dudng. Néu thé dot bidn mat kha nang tdng hop mét chit
nao d6 thi né chi phat trién trén méi trudng c6 sin chat dé6. Vi du thé khuyét
dudng d8i véi leucin (leu—) c6 thé dude nhan ra bing cach so sanh hai méi
trudng, mot chita va mét khéng chita leucin. Khi dé céc té bao nguyén dudng me
(leu+) s& moc trén ca hai, trong khi thé khuyét dudng chi moc trén mai trusng
chia leucin,

Viée tang sinh thé khuyét dudng cé thé thuc hién bing cach sit dung cic tac
nhin tiéu diét cac t& bio dang tang trudng, vi du penicillin, khi d6 cac té bao
nguyén thiy dang ting trudng manh sé& bi chét va cac té bao d6t bién sé khéng
bi Anh hudng vi né khéng tang trudng dudc trén méi trudng té thiéu. Hau qua
1a khi loai bd y&u t& chon loc, penicillin, thi ty 1& thé dét bién va thé nguyén
dudng sé tang 1én 10 dén 10° 1dn (hinh 2.1). Mét phuong phap khac st dung
nguyén tic “téng hop giy chét”: té& bao nguyén dudng ting trudng dudc sé téng
hop cac chit chuyén héa doc d81 véi né vi du phosphat ¢é phéng xa hay cac chat
khang chuyén héa va sé bi chét, trong khi thé khuyé&t dudng khong ting trudng
dugc sé sdng sét.

P4t bi€n didu hoa. Vai thé dst bién ¢6 kha ning tao enzym sinh téng hdp
hing dinh, trong khi & t& bao nguyén thily su tao enzym nay phu thuée cac didu
kién chuyén héa. Céc t& bao nay c6 thé dudec phat hién truc tiép tit méi trudng
thach. Vi du, nfu mét chat khang chuyén héa dude thém vao mai trudng thach,
cAc t& bao nguyén thiy sé tich hop ching vao chudi peptid va do d6 ngitng ting
trudng. Tuy nhién, thé dét bién do enzym hoat ddng lién tuc nén cé su san xuit
vuot mic chit chuyén héa binh thudng nén khéng sit dung chit khang chuyén
héa trong chudi peptid va do d6 van tang trudng dude. D61 khi ¢o ché didu hoa
cua thé dot bién bi tén thuong dan dén sy tidt ch&t chuyén héa vao méi truong
va kich thich su ting trudng thd cip cla t&€ baoc nguyén thuy, diéu nay cé thé
quan sat duge trén thach do su hién dién cia cic khém vé tinh bao quanh khém
dot bién.

Hinh 2.2. Sy phat trién khém vé tinh: tha dot bign khang véi chit khang chuyén héa
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10° t& bao duge trai trén hop thach chia chit khang chuyén héa, sau khi u
c6 8 khém moc 1én 1a cac khém clia thé dot bién. Hai khém cé sy phat trién kiéu
vé tinh chiing to s dé khang ctia khém d6t bién d trung tim la do su san xuAt
qua mitc va bai xuit cua chit chuyén héa binh thudng.

Hoat déng cua chdt khding chuyén héa. Chit chuyén héa va khang chuyén
héa cé cdu truic tuong tu nhau, nhung chiat khang chuyén héa khéng c6 chuc
nang sinh hoe, thi du methionin va ethionin chi khac nhau vi tri cia S trong ciu
tric phan ta:

CiH;-S-CH;-CH, -CH-COOH CH;-CH,-S - CH, —ICH - COOH
|
NH) NH2
Methionin FEthionin

Do giéng nhau. cac chit khang chuyén héa duge tham gia qua trinh trao déi
chat, nhung khéng 1am duge diy da chic nang cha chait trao déi thuc, nén chat
gia nay thuong gay tac dung tc ché va 1am chét té bao.

Cé nhiéu nguyén nhan gay ra tic ché :

~ Mét chat tuong dong véi acid amin duge tham gia vao ciu tric mot protein
enzym lam cho enzym bat hoat.

— Chat tuong déng canh tranh véi chat trao déi vé& trung tim hoat ddng cua
enzym va do vay ngan can su chuyén héa cia chit trao déi.

— Cac chit tuong déng xuit hién 8 sdn pham cudi cing cia mot chudi téng
hop, do k&t hdp véi enzym di lap thé va lam giam hoat tinh ctia né hay do phan
ing vdi cac chat e ché ma lam giam su tédng hop cia cac enzym. Do vay, su tong
hdp chit trao d6i that bi ngan can va sinh san cla t& bao bi vc ché.

Bang 2.3. Quy trinh chon loc va nhan biét mét sé thé dat bién

Loai thé dét biégn Quy trinh chon loc hodc tang sinh  Nhan biét thé dot bién

Khang chat (¢ ché, Trdi khoang 10° t& bao trén thach Chi cac thd dét bién khang
khang sinh, chat ddc  dinh dudng ch(ra chat dc ch& chét dc ch& madi moc duoc
hay thue khun

Khuyét duding can Ky thuat sit dung penicillin hay chat Ky thuat cdy nhan ban trén hai
ch4t tang trudng tuong déng (khang chuyén hdéa). moi truang hoan chinh va téi
(vitamin, acid amin,  nubi ciy t& bao trén mai trudng thiéu  thiéu, thd @t bién chi moc trén
hay cac chat chuyén  chat tang trudng nhung chira penicillin -~ méi trudng hoan chinh
héa khang) hay cac chéat khac chi tiéu diét t&

bao dang tang trudng, thé khuyét

dudng khéng moc trén mai truang t6i

thiéu nén séng sét
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Loai thé dat bién

Quy trinh chon loc ho#c tang sinh

Nhan biét thé dot bign

Mat khd ning sl
dung co chat dac thu

Nhay nhiét

M4t tre ché hoac san
XUt lién tuc enzym
di hoéa

Mat (fc ché& hoac san
Xuat lién tuc enzym
aong héa

Ky thuat sif dung penicillin va/hay ly
trich cac khém duac dinh vi: huyén
dich & bao Augc trai trén thach dinh
dudng chira co chat sir dung dudc
bdi dang hoang dai & néng dd binh
thuong (0,5 vol%), va co chét sir
dung bdi thé dét bién & ndng do rat
thap (0,005 val%). Cac khém duoc
dinh vi va chuyén qua hop mai.

Ky thuat st dung penicillin d& diét t&
bao hoang dai tang trudng O nhiét 46
cao.

1) nuéi c4y lién tuc vdi ca chat 1a yéu
t6 gidi han tang trudng; 2) cho tang
trudng ludn phién trén hai co chat
khac nhau; 3) tang trudng khi cé su
hién dién cla chat (c ché cam img
(khang cam (mg).

Tang trudng vdi su hién dién cla
chat khang chuyén héa Uc ché su
tAng trudng cla té& bao hoang dai.
Trong s& cac té bao khang lai dugc
¢b cac thé dét bién khéng bi Uc ché
a8i vai san phim cudi.

So sanh khém trén cac hop
thach ch(a cd chat khac nhau;
thé dot bién khéng thé phat
trién trén co chat binh thuong,
s& can ca chat dot bién do d6
sé& bi nhan dién. Th& dot bién
cb tiét c6 thé dugc nhan dién
bang cach nhuém hay diing
chi thi.

So sanh khém trén hop thach
0 & cac nhiét dd khac nhau.
Chi thu nhan cac khém moc ¢
25°C nhung khdng moc &
37°C.

Néu huyén dich t€ bao duoc
trai trén thach dinh dudng
ch(ra co chit khéng cadm (ng
va sau thoi gian 0 phun dung
dich chira co chat s dung
duoc + chi thi + chat (¢ ché
téng hap protein enzym, chi c6
thé dot bi&n san xuat lién tuc
méi cé th€ phan hly co chat
ngay lap titc va bién ddi chi
thi.

Chi c6 céac thé dat bién tang
trudng dude, va c6 thé duoc
bao quanh bdi cac khém vé
tinh clia dang hoang dai.

Cac phuong phap chon loc khiac. Nhiédu phudng phap khic ¢6 thé duge
ding dé tach t& bao dbt bién ra khéi t& bao nhan nguyén thuy. Do mét sé t& bao
dét bién tdng hop lién tuc sé& cb ty trong khac véi t& bio nhan nguyén thiy (do
khac nhau vé ham lugng san phim) nén ¢6 thé 0 t& bao trong diéu kién chi kich
thich sy téng hgp 6 mét trong hai loai t& bao va sau d6 ly tAm trong thang néng
d6 dudng saccharose. Mét s6 phudng phap dua vao dap dng khac nhau cua té
bao d6i1 véi cac kich thich ngoai canh vi du su di chuyén theo anh sang (quang
ing dong), theo néng dé chit dinh dudng (héa Ung déng), hay néng dd oxy (khi
itng déng), c6 thé dudc sit dung dé chon loc cac thé dét bién cé lién quan. Sy hip
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phu 1én bé mit cac hat (glycogen hay tinh bét, giot ddu hay hat lignocellulose)
va sau dé tach ra bing ly tAm phan doan ¢6 thé dude ap dung d8i véi cac dot
bién lam thay ddi ciu tric bé mit t& bao. Hoic mot ky thuat goi la “tu sat”,
trong d6 sit dung mét chat duge chuyén héa bdi dang hoang dai thanh chit doc
va do d6 giét chét chung. Vi du nhu cac chat monofluoroacetat, bromopyruvat,
hay chlorat, dude chuyén thanh fluorocitrat, bromolactat, hay chlorin ¢6 déc
tinh. Thé d6t bién bi mat kha nang nay nén séng sét. Phuong phap nay dude ap
dung dé chon loc cac dét bién mat nitrate reductase (chlorat, perchlorat), hay
cac thé dat bién 1én men khéng sinh acid (bromide, bromate).

Nhg cac phudng phap chon loc dinh huéng cac thé dot bién ngay cang duoe
cai tién va thich hgp, ngudi ta da chon ra nhiéu chiing ¢6 ning suat 1én men cao
dung trong san xuit enzym, acid amin, vitamin, cic chit khang sinh... Mét
huyén dich t& bao chda 10 — 15 g/1 chat khé can khoang 200 — 300 mg mét acid
amin nhAit dinh dé téng hop protein. Trong thuc t&€ ngiy nay ngudi ta di tao ra
cic ching siéu téng hdp téi 80 g/1 acid glutamic va 60 g/1 lysin hodc cao hon.
Nhu vay, cac ching nay d3 san xuat thita ra so véi yéu cidu ban than 200 — 300
lin. D61 vai riboflavin nhu ciu 1 0,5 mg (20 — 50 ig/g chat khé) ma ning suit
1&n men dat 5 g/1 tdc 12 ting 10.000 1an.

Lai ghép té bao trdn va bién nap gen

Trong cic nim gin diy nhiéu cdng trinh tao gidng vi sinh vat céng nghiép
bing d4t bién tir t& bao tran da cho két qua kha quan. Cac phudng phap lai ghép
t& bao tran va bién nap gen (tai td hgp ADN) & cac té& bao vi sinh vat da giup cho
viéc tao gidng vi sinh vat cong nghiép. Nhiéu chling méi c6 hoat tinh cao, cé kha
nang sinh téng hdp cic chat liéu quy mi trude day chi cé thé sinh ra 3 co thé
déng vat ho3c thuc vat thi nay cac gen diéu khién téng hop chat dé da dude ghép
vio t& bao vi khuin. Cang viée sau d6 12 td chitc mét qua trinh 1én men va dua
vao san xuit cong nghiép nhu cic san pham truyén théng khac. Nhu vay, cong
nghé gen cho phép bd qua viéc cai tao chung nguyén thay dé phu hgp véi cong
nghé 1én men, vi chung ban de‘iq, chi 13 ngudn cung cép gen trong khi ching san
xuat (nhan gen) 12 mét ching da duge t81 vu héa vé mat ky thuat 1én men.

Thao tac di truyén trén vi sinh vat

Trong hon 20 nim qua sy phat trién cua ky thuat tai t6 hgp ADN va cac
phuong phap dung hdp t&€ bao, nhu tao thé lai dé san xuit khang thé don déng,
d3 anh hudng manh dén céng nghé sinh hoc. Khac véi tai t hgp tu nhién, ky
thuat tai t6 hgp ADN md ra kha néng vé tan dé tao ra gen méi. Cac phuong
phap nay cung ¢6 tinh chuyén blet cao va dude kiém soat tét. Ky thuat nay cho
phép mét trinh tu ADN nao dé dude chuyén tit sinh vét nay sang sinh vat khac
va cho phép thao tac trén né dé cai tign, vi du nhu 1am tang hiéu suat sian pham
bang cach loai bo cac diém thit c6 chai trong con dudng chuyén héa hay khuéch
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dai hay bién dé1 cac bude nao dé trong qua trinh chuyén héa hoac thay ddi codon
ma héa cua chudi peptid.

Nhin chung, ky thuat thao tac di truyén cho phép dua mét dic tinh hoan
todn méi vao vi sinh vat. Vi sinh vat thudng dude bién dé6i dé ting tong hop hay
tiét ra mot s6 enzym c6 thé dan dén viéc san sinh mét chat méi hay cho phép st
dung cac ¢d chat ré tién hon. Vi khéng ¢6 gidi han vé nguén géc clia gen ma vi
sinh vat biéu hién, nén c6 thé biéu hién gen cua thyc vat hay déng vat trong vi
sinh vat. Cac san pham thuc su da duge san xuit thanh céng nhu hormon tang
truong ngudi, insulin, cac interferon. Tuy nhién, cic phudng phap nay khéong
hoan toan thay thé cic phudng phap gay d6t bién truyén théng ma chung bé
sung cho nhau trong chién lugc cai tao ching céng nghé.

Cac san pham nhu interferon, insulin, cac khang thé don dong v.v... da dude
san xuit theo cong nghé 1én men. Cing cin luu ¥ ring viéc diing cac chGng vi
sinh vat da duge bién doi di truyén phai hét sitc than trong, vi néu dé chiing
thoat ra ngoai thi viéc kiém soat ching rat khé khin va hau qua khé ludng truée
duge. Vi vay, d cac nuée phat trién c6 cac quy dinh ngit nghéo véi viée cip phép
st dung cac ching tai to hgp ding cho céng nghiép.

Chién luoe thao tdc di truyén trén vi khudn

Ky thuat di truyén lién quan dén viéc thao tac trén ADN bén ngoai té bao,
do vay can thiét phai tach va tinh ché gen dich tir by gen té& bao cho. Trinh tu
ADN phan lap dudc c¢6 thé bi bién déi va cd ché diéu khién sy biéu hién cia né co
thé bi thay déi trude khi duge dua vao t& bao chtt méi nha cac vector.

Ngay nay véi kg thuat PCR ngudi ta c6 thé khuéch dai truyc tiép gen dich (da
biét trude trinh tu hodc it nhat la trinh tu & hai ddu dé thiét k& doan méi) tit bé
gen té& bao cho rdi tao dong vao té bao nhan mdi. Bén canh dé, ngdy cang cé
nhidu sinh vat dude gidi trinh tit bd gen va céng bé trong cac ngan hang gen, nén
viéc tim trinh tu cla gen dich dé tién hanh cac thao tac di truyén cang trd nén
dé dang hon bao gio hét.

Khi di tim dudc gen dich va trinh tu cta né, cdc bién déi di truyén can
thiét sé duge thyc hién, nhu dét bién, thay d6i cach diéu hoa, ... va gen bi bién
d6i s& duge dua trd lai t& bao ban diu hay té bio méi dé sit dung dic diém méi
cua gen nay.

Cdc gidi han cua té bao chu nhén nguyén thiy

Ky thuat thao tac di truyén vé 1y thuyét nhu trinh bay & trén tucng déi don
gidn, tuy nhién, trén thuc t& van dé phic tap hon nhiéu. Nén E. coli dugc st
dung lam t&€ bao chu dé biéu hién gen khéng phai ciia né, gen c¢6 thé khéng biéu
hién dudc. Van dé duge khae phuc bang cach tao dong gen dich kém theo hé
thong didu khidn ma té bao dich ¢6 thé nhan dién duge. Hon nita dé thu duge
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nhiéu san pham, vector phai c¢é nhiéu ban sao va én dinh trong t& bao dich.
Ngoai ra, gen dich can duge dat dudi sit diéu khién ctia mot promoter manh. Khi
t& bao dich biéu hién mét sé gen la hodc gen cua chinh né nhung véi mic dé cao,
protein thu dudc ¢6 thé gy doc cho té bao dich lam né bi chét trong qua trinh
biéu hién. Dé khic phuc, mot co ché kiém soat su bidu hién c6 thé tit md, bing
chit cam ting ching han, dé t& bao chi biéu hién gen dich khi cac dat duge diéu
kién nuéi cidy nhit dinh.

N6i chung, cac vi khuan Gram am c6é thé biéu hién cic gen ti vi khuan
Gram dudng, tuy nhién, nguge lai thi khéng phai hic nio ciing thanh céng. Van
dé dic biét khé khan khi biéu hién mét gen clia t& bao nhan that 8 vi khuan do
su khac nhau vé bé may va cach thiic phién ma ciing nhu dich méa. Vi du gen caa
t&€ bao nhin that chita cac ving khéng ma héa, intron, dudc loai bé trong qua
trinh trudng thanh cia mRNA. Vin @& nay c6 thé gidi quyét bing cach dung
enzym sao chép ngudc (reverse transcriptase) dé téng hop ADN tir mRNA. Mot
vin dé nita la mot s& protein clia té bio nhin that can dude bién déi sau dich ma
dé c6 hoat tinh, ma bé may nay khéng hién dién & t& bao nhan nguyén thiy, van
dé nay chi c6 thé giai quyét bing cach dung té& bio dich nhan that dé biéu hién.

Protein tiét 1a dang ¢6 nhiéu thuan lgi d61 véi san xuit vi né lam giam cac
chi phi dé thu tach san pham. Tuy nhién, 3 vi khuian Gram am céc protein nay
thuong khong tiét thing vao méi trudng ma ndm lai trong miang ngoai, do vay
néu mudn protein dude tit vio mdi trudng cidn phai biéu hién 3 dang té€ bao
khéng ¢6 thanh t&€ bao, L—form.

Ngoai ra con c¢é cac van dé khac nhu san pham gen khéng én dinh dan dén
bi phan huy badi protease, protein khong gap diing nén khéng ¢6 hoat tinh.

Té bao chi nhéan that

Céhc t& bao chli nay ¢é uu thé 1a chiing ¢6 ¢6 ché bién ddi sau dich ma dé lam
cho sdn pham gen c6 duge hoat tinh can thiét. Saccharomyces cerevisiae 1a t&
bao chu hay dung, vi né c6 bd may di truyén duge biét r6, khong gdy hai va ngusi
ta ¢6 kinh nghiém st dung né trong céng nghiép 1én men hang trim nim nay.
Tuy nhién, ning suit san pham tuong d6i thip, 1-5% téng protein va mot s
protein bi giii lai trong khodng chu chat (periplasm). Cac t& bao nhan that khac
¢ thé t&t hon, dac biét 1a cac methylotroph, Pichia angusta va Pichia pastoris.
Céc t& bao cht nay ¢6 promoter cam tng manh hon va ¢é kha niang bién déi sau
phién ma kha giéng té& bao nguai.

Tinh 6n dinh cia chiing

Mbt yéu t6 quan trong trong cai tao chiing 1a tinh 6n dinh cta né. Nghia la
cac ching 8n dinh dé€ 6 thé nudi cdy, bao quan, luu, va khéng bi mat cac dac
diém da dude chon loe. Cac ching c¢6 mang plasmid cAn dude gii véi khang sinh
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thich hgp dé dAm bao su 6n dinh cla plasmid. Su khéng 6n dinh ca plasmid ¢
thé do su tai sip x&p ciia plasmid, bat 6n dinh cdu tric, hay bi mat plasmid, tinh
on dinh phan ly. Cac van dé nay c6 thé giai quyét bing cach thiét k& cac plasmid
¢é chila cac gen cidn thiét dé 6n dinh plasmid néi chung va én dinh plasmid da
nhan gen ngoai lai, plasmid tai t6 hgp. Van dé én dinh phan ly ¢6 thé giai quyét
bing cach dua thém cac yéu té thiét yéu cho sy séng sét cua ching vao plasmid,
khi d6 t& bao sé chét néu bi mat plasmid. Vi du chiing chiia cac gen gy chét ¢
nhiém sac thé va cac gen tc ché 3 plasmid, t& bao s& biéu hién gen ic ché dé
ngan su biéu hién gen gay chét néu ching con mang plasmid. Tuy nhién, dé dam
bao su 6n dinh t6t nhat vin 1a dua gen dich tich hgp vao nhidm sic thé.

2.5. Bao quan gidng vi sinh vit

Viéc cai tao thianh céng chiing méi sé khong ¢6 ¥ nghia néu chiing khéng
dude bao quan dé c¢6 thé séng s6t va én dinh céc tinh trang thu dude. Do d6 viée
bao quan ching la mét viéc cé ¥ nghia quan trong trong vi sinh néi chung va vi
sinh céng nghé néi riéng. Khong ¢6 phuong phap hoan hao va phd quat nao dé
bao quan tAt ca cAc loai vi sinh vat, ngay ca cic chung cua cing mét loai ciing
c6 thé dap dng khac nhau déi vdi mét phuong phap bio quan nao d6. Théng
thudng cac phudng phap sau day dude sit dung trong viée bao quan cac chung
vi sinh vat:

CAy chuyén. Bao quan cic lo hay 6ng méi trusng di duge cay chung va
dinh ky cady chuyén sang méi trudng méi. Cach nay tuy don gian nhung mat
nhiéu cong lao ddng khi phai bao quan mét sé lugng chiing 16n, déng thai do qua
trinh trao déi chat van tiép dién, chiing c¢6 nguy co thay déi cac thude tinh di
truyén. 6ng méi trudng gili ching c6 thé duge phii diu khoang dé tranh bay hdi
nudc va ngin can oxy.

Lam khé. NaAm men, cac ndm khic, vA mét s& vi khudn cé thé dude bao
quan bang cach tron t& bao vdi cac gia mang (dat, cat, kieselguhr, dia gidy, dia
gelatin) va lam khé 6 nhiét dé phong.

DPoéng khé. Té bao duge phan tan trong méi trudng chita chat bao quan déng
lanh nhu sita gay, dudng,... réi déng lanh, mau déng lanh dudc cho thing hoa
hoi nude duéi chan khéng cao dén khé. Toan bé qua trinh dién ra d nhiét do rat
thap, do d6 c6 thé bao quan dude t& bao mét cach toan ven vé tinh chat. Mau sau
khi dong kho ¢6 thé bdo quan chéhg Am trong diéu kién mat hay 8 nhiét do
phong, trong khi tre. Do khéng c6 nudc nén su chuyén héa khong dién ra duge,
té bao ¢ trang thai nga va do dé cac thude tinh di truyén dude bao toan.

Dong lanh. Huyén dich té bao trong chit bao quan chéng déng lanh
(cryoprotectant) nhu glycerol, glutamate, saccharose,... duge déng lanh nhanh
vi bio quan & nhiét dé thap —70°C, —140°C, hay —196°C. Nhiét do thip dc ché
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qua trinh chuyén héa vao do dé dat t& bao vao trang thai ngu. Cach lam nay don
gian va hiéu qua nhung cin phai cé phudng tién dé duy tri nhiét dé thap lién tuc
trong nhiéu nam.

N61 chung sau théi gian bao quan ching sé it nhiéu mat kha nang séng lai
va c6 thé thay déi tinh chit ¢ nhidu mitc d6, do d6 cAn tim phudng phap L8 vu
nhit cho ting ching. Sau thoi gian bao quan, trude khi dua vao si dung cin
kiém tra lai tinh chit ctia chung.

3. MOI TRUONG LEN MEN
3.1. Co sd hinh thanh cdng thic mdi trudng

Moéi trudng 1én men phai thoa min tat ca cac yéu ciu vé dinh dudng ca vi
sinh vat va dap dng cac yéu cau ky thuat ctia céng nghé. Chit dinh dudng phai
duge tinh tran dé hé trd sy sinh téng hdp sin phim mong mudn. Hau hét cac
quy trinh lén men céng nghiép déu trai qua nhiéu giai doan, nhu ciy hoat héa,
nudi quy mé nho ré1 méi dén quy mé san xuat. Mbi giai doan ¢ cac yéu ciu ky
thuat khac nhau, do d6 do6i hoi thanh phan méi trudng ciing khac nhau. Tinh
chat san pham cling quy&t dinh, vi du ndu san pham chinh la sinh khdi hay
chat chuyén héa so cdp thi méi trudng dude thiét k& dé lam cho vi sinh vat
tang trudng toi uu. Trong khi néu san pham la chat chuyén héa tha cap thi
viéc sinh téng hgp san pham lai khéng c6 lién quan dén sy ting trudng, khi d6
moéi trudng dude tinh toan nham cung cip cho vi sinh vat su tang trudng khdi
dau nao d6 va theo sau 1a diéu kién téi vu cho su sinh téng hop chat chuyén
héa thit cAp mong mudn, mét s6 ngudn dinh dudng sé bi gidi han va su ting
Lrudng c6 thé ngimg.

Bude dau tién trong viéc hinh thanh céng thic méi truong la khao sat tong
quat quy trinh dua vao su tang trudng va hinh thanh sin phiam theo cac liéu
lugng khac nhau cha mdi thanh phan. Budc nay chu yéu la xem xét nguédn
carbon, nitd, khoang chit, oxy ddu vao anh hudng nhu thé ndo dén sinh khéi va
lugng san phidm. Cac thang tin nay cho phép tinh toan ludng tdi thiéu chia méi
thanh phan dé thu dude lugng sinh khéi hay san phdm nhit dinh. Céng thilc
héa hoc téng quat cna té bao vi sinh vat 1a C,H,0,N, hay tinh theo khéi lugng
kho thi té& bao vi sinh vat chia 48% carbon, 7% hydro, 32% oxy va 14% nitg, ty 1é
nay thay dai déi chiit 6 mdi vi sinh vat. Trong d6, nguyén t& carbon 1a thianh
phan cua cac hgp chat hitu co ctiia t& bao, cho va nhan electron. Nguyén t& oxy
nhan electron, 1a thanh phin ctia nudc. Nguyén t§ hydro 1a thénh phin cuia
nudc, cho electron. Nguyén té nits cho va nhan electron 1a thanh phan cua cac
acid nucleic va protein. Ngoai ra, cac nguyén t6 khac nhu phospho, lutu huynh ...
la thanh phan cua cac coenzym A. Do dé viée xac dinh thanh phan nguyén t& cu
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thé cta t& bio vi sinh vat dang nghién cftu ciing gép phan vao viéc hinh thianh
cong thic méi trusng, vi né dam bao khi vi sinh vat ting truong khéng cé thanh
phan nao bi thidu hut, trit khi ¢6 chu dinh.

T nhilng nguvén t§ trén, thanh phan héa hoc cia cac vi sinh vat rat khac
nhau (Bang 2.4). Cac diéu kién sdng ctia vi sinh vat ciing rat khac nhau (Bdng 2.5).

Bang 2.4. Thanh phan hoa hoc cta cac nhém vi sinh vat

Vi khuan Nam men Nam
Protein 55-60% 40-50% 30-35%
Lipid 7% 8% 8%
Puang 9% 48% 49%
A. nucleic 23% 8% 5%

Bang 2.5. Diéu kién séng cua mat sd loai vi sinh vat

Nhiét dé pH N3ng dé mudi

— Mesophile: 20-50°C - Vikhuan : 7-7,5 - Khéng ua man: < 2% NaCl
- Thermophile: > 45°C  ~ NAm men: 3-6 - Ua m#n: 2-30% NacCl

~ Rsychophile: < 20°C - Nam: 3-6

Thiobacillus thiooxydans pH=0
S+ 0, + H,0 > H,S0,
Baciflus pasteurii pH > 8

Uré —» amoniac

Co ba dang mdi trudng:

— Mbi trudng téng hop: d6 1a méi trudng c6 thanh phan héa hoc chinh xac vé
mit dinh tinh va dinh lugng.

— Mbi trudng phic hoac ban téng hgp: ngudi ta chi biét thianh phan chinh
x4c cua mot vai hop chit (vé mat dinh lugng déi véi cae chat cin quan tAm nhu
yéu té ting trudng, cic thanh phan khac dua theo kinh nghiém).

— Mdi trudng cong nghiép: nguyén lidu phitc ban dau chl yéu bat nguon ti
cic san phim néng nghiép hoic tit sita vi ching ré va tuong déi doi dao. Nhung
chiing phai thda man cac tidu chudn nhit dinh vé chit Iugng (46 bén va ciu
tao...). Trong s& cac nguyén liéu céng nghiép ban dau, cac ngudn carbon cd thé 1a
tinh bot, nude mat, dau, nuéc siia va tap hgp cac san pham phu cla chiing.

Cac yéu t& chinh anh hudng dén viéc chon cac ca chit cy thé trong cong thitc
mol truéng nhu sau:
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1. Gia thanh va kha nang cung cip; Iy tudng nhat 12 cd chit ré, cé6 thanh
phan chat lugng 4n dinh va sin cé6 quanh nam.

2. Dé xt 1y, van chuyén va bao quan véi chi phi thap.

3. Khéng gy khé khan cho qua trinh tiét triing va khéng bi bié&n chAit.

4. C6 cac thudc tinh vat 1y nhu 46 nhét, kha nang trén lan, ... khéng anh
hudng dén cong thic ehung, viéc van hanh ndi ciing nhu xi ly sau lén men.

5. Giup dat dugc ndéng d6 san pham dich véi téc d6 hinh thanh va nang suit
san phiam trén gam cd chat cao.

6. Nong d va loai tap chat cling nhu kha nang tao san pham phu thap khéng
lam anh hudng d&n qua trinh tach san phim chinh sau dé.

7. C6 tinh an toan tét.

Thanh phan cudi ciing cla moéi trusng 1&n men khéng chi lién quan dén ban
than qua trinh 1én men ma lién quan dén chi phi tach loai t& bao ra khdi mai
trudng va tinh ché san phidm sau 1én men va chi phi x11 1y chat thai cha quy trinh.

3.2. Cac thanh phan chinh ctia méi trudng

Nguén carbon

Nguén carbon cin thiét ¢6 thé dude xac dinh bing hé s6 hiéu suit sinh khéi

(Y), 1a chi s6 thé hién hiéu suat chuyén héa co chat thanh sinh khéi.
Y..hon (€/8) = Sinh khéi tao ra (g) / Ngudn carbon sit dung (g)

Pai v4i mét quy trinh céng nghé viéc xac dinh hé s6 hiéu suit cua tat ca cac
chit dinh dudng la cdn thiét. Mdi hé s6 duge xac dinh bing moét loat cac 16 1én
men trong d6 cd chat can xac dinh 14 chit dinh dudng hitu han duy nhat, trong
khi cac chat khac duge cung cap thita. Bing cach thay d61 néng dé ban diu cla
chat dinh dudng hitu han rdi so sanh vdi lugng sinh khéi thu dudc ta ¢6 thé tinh
ra hiéu suat. Tuy nhién, hé s6 nay gin lién véi diéu kién 1én men do dé néu thay
d6i pH, nhiét @9, ... thi hé sé ciing thay d8i theo. Cac vi sinh vat khic nhau c6 hé
s6 khac nhau ddi véi ciing mot ¢ chit (xem bang) do ¢6 cach chuyén héa cd chat
khéc nhau. Vi du Saccharomyces cerevisiae nudi biang glucose c6 hé sé hidu suat
sinh khéi 14 0,56 va 0,12 g/g trong diéu kién hiéu khi va ky khi tudng tng.

Bang 2.6. Hiéu suit sinh khai clia méi trudng t8i thiéu véi nguén carbon khac nhau

Yglu:us. Ylunol Ymalaﬂol Yoctann
Phét trién higu khi
Aspergillus nidulans | 0.61
Candida utifis 0,51 0,68
E. coli 0,52




Yoiucose Yetanol Yenotanol Yoctane
Pichia angusta 0,36
Penicillium chrysogenum 0,43
Pseudomonas aeruginosa 0.43
Cac Pseudomonas 0,54 1,07
Saccharomyces cerevisiae 0,56 0,63
Phat trién ky khi
Mocorella thermatica 0,11
E. coli 0,13
Klebsiella pneuminiae 0,12
Saccharomyces cerevisiae 0.12

Vi nguén carbon ciing déng thdi 1a nguon niang lugng nén hiéu suit tao ATP
va s sl dung ATP cua vi sinh vat cling 12 mét yéu té quan trong. Thudng viéc udc
luong cin bao nhiéu ATP dé tang trudng la rat cin thiét mic du kha khé khan.

Carbohydrate 12 nguén carbon va ning lugng hay dudc sit dung nhat trong
1én men vi sinh vat. Tuy nhién, rudu, alkan va acid hitu cd ciing d61 khi dude su
dung. Chat béo déng vat va dau thue vat ¢6 thé sit dung trong mét sd méi trudng
bén canh ngudn carbon chinh.

Madt mia

Glucose va saccharose tinh khiét hiém khi dude st dung trong 1én men cong
nghiép do gia thanh cao. Mat mia 13 ngudn saccharose ré tién hon nhiéu. N6
chita khoang 50-60% carbohydrate, chti yéu la saccharose, ngoai ra ¢on chita 2%
chit c6 nits, mot s6 vitamin va khoang chat. Thanh phan chinh xac thay d8i thy
theo ngudn mia, ndi thu hoach, diéu kién trong va cong nghé lam dudng duge su
dung. Néng d4 carbohydrate cé thé giam trong qui trinh bio quan do nhiém vi
sinh vat. Mot co chat tudng tu 1a sdn pham phu cla céng nghé 1am siro ngb,
chita chu yé&u la glucose.

Cao chiét mach nha

Thanh phan chita khoang 90% carbohydrate, trong d6 cé khoang 20% dudng
6 carbon (chu yéu 1a glucose), 55% dudng d8i (cht yéu la maltose va mat it
saccharose) va 10% maltotriose. Ngoai ra con chita 15-20% dextrin ¢6 nhanh va
thang. N6 cing chita mét it vitamin va khodng 5% hop chit ¢6é nits. Day la
nguén carbon thich hgp cho 1én men nidm s¢i, nim men va actinomyces. Thanh
phan ciing thay d46i tily theo quy trinh san xu4t mach nha.
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Viéc tiét tring cic méi trudng chita cao chiét mach nha can kiém soat tat dé
tranh qua nhiét. Cic duong khu va acid amin ¢6 xu hudng tao phan ting
Maillard khi bi dun néng & pH thap. Phan dng nay tao ra cac san phim ngung
tu mau nAu, lam gidm kha ning 1én men ca vat liéu dong thdi mét s san phim
6 thé tc ché sy ting trudng clia vi sinh vat.

Tinh bot va dextrin

Cac polysaccharid nay khdong dé sit dung nhu cac dudng don hay déi nhung
chiing c6 thé dudc chuyén héa triuc tiép bdi vi sinh vat sinh amylase, nhat 1a cac
nam sdi. CAc enzym ngoai bao nay sé thuy phin co chat thanh hén hdp glucose,
maltose hay maltotriose tuong ddi giong thanh phan cua dich chiét mach nha.

Tinh bdt bap dugc sit dung phé bién nhat. Dé d& duce st dung hon trong cac
quy trinh 1én men khac nhau, tinh b6t thudng dude chuyén héa thanh dang siro,
chtt yéu chua glucose. Pau tién tinh bot dude gel héa rdi thay phan bang acid
loding hay enzym thniy phén tinh bét, thudng 14 glucoamylase cua vi khuén.
Nudc thai sulfit

Dudng trong nudc thai cua cong nghiép gidy nay ¢6 thé dung dé 1én men
nam men. Nudc thai tir viée xi 1y cay ho théng cé chita 2-3% (kl/tt) dudng, gom
80% dudng 6 carbon va 20% dudng 5 carbon. Pudng 6 carbon gém glucose,
mannose va galactose, trong khi dusng 5 carbon chu yé&u 13 xylose va arabinose,
Nudc thai tir cac cdy rung la theo mna chida cha yéu dudng 5 carbon. Thong
thudng nudc thai nay cdn dude %t ly trude khi st dung vi né chda sulphur
dioxid. pH thap dude trung hoa bing calci hydroxid hay caleci carbonat va phai
bé sung thém ngudén nits va phospho.

Cellulose

Cellulose duge tim thay chu yéu d dang lignocellulose, hgp thanh ti cellulose,
hemicellulose va lignin, trong thanh t& bao thuc vat. Lignocellulose ¢ thé thu
duge tir chat thai néng nghiép, 1Am nghiép va cdng nghiép. R4t it vi sinh vat st
dung duge cd chat nay va né cing khé bi thuy phan. Thudng né duge st dung dé
lén men rin nhu nudi mot sé loai ndm, Tuy nhién, né cing ¢é tiém nang 1én vi
kha nang chuyén héa thanh dudng hay ethanol.

Ba sita chua (whey)

Whey 12 mét san pham phu cia cong nghiép sita. Hing nam c¢é 80 triéu tan,
chila khoang 1 triéu tin lactose va 0,2 triéu tdn protein sita. Chi phi van chuyén
va bao quan tén kém, do dé, ngudi ta thudng lam bay hoi nudc dé cb dic lactose
ding dé 1én men, sau d6 tach loai protein sita dé st dung lam ihic in gia stc.
Néi chung lactose khéng phai 14 mét dudng 1én men tét nhu saccharose vi né it
dude chuyén héa bdi vi sinh vat, vi du Saccharomyces cerevisiae khong 1én men
lactose. Né chti yéu duge st dung dé 1&n men penicillin va hién nay van dung
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trong 1&n men rugu, acid lactie, xanthan gum, protein ddn bao, vitamin B,, va
acid gibberellic.

Alkan va alcol

n-alkan cé chudi carbon 10 — 20 ¢6 thé duge chuyén héa bdi mét sb vi sinh
vat. Thudng thich hgp hon khi sit dung dang hén hgp. Tuy nhién, viée sit dung
chung trong céng nghiép hay phu thuéc vao gia dau. Methan ciing duge stt dung
l[am nguon carbon bdi mét s6 it vi sinh vat, nhung mdt sin phiam etia né la
methanol thi duge wa chudng trong céng nghiép. Methanol tinh dé tim va ré; né
c6 thé trn lan dudc vdi nude, 6 ty 18 carbon cao, mac du ciing rit it vi sinh vat
c6 thé st dung né. Mat khac, khéng nhu cac c¢d chit khac, methanol ddc dé1 v
vi sinh vat nén chi ¢6 thé st dung & ndng db rat thap 0,1-1% (tt/tt). Khi lén men
véi methanol, nhu ciu vé oxy va nhiét cao hon binh thudng va cac alkan ciing
vay, tham chi con hon. Cac co chat ndy duge wa chudng trong thap nién 70 — 80
nhung ngay nay dudc coi la khéng kinh té.

Ethanol it d6c hon va duge st dung nhu la co chat duy nhat hay dong cd chat
boi nhiu vi sinh vat, nhung né kha dit. Tuy nhién, cic cong nghiép chuyén héa
né thanh acid acetic van con rit phéa bién.

Chdl béo va déu

Jac chAt béo ran cia déng vat cha yéu chida glycerid cia acid palmitic,
stearic hiém khi dude st dung trong 1én men. Tuy nhién, diu thuc vat (chu yéu
12 dau hat béng vai, hat lanh, ngé, olive, co, hat nho va dau nanh) va déi khi diau
ca ¢6 thé dude st dung lam ngudn carbon chinh hay b3 sung dic biét trong lén
men khang sinh. DAu thue vat chil yéu chita acid oleic va linoleic, nhung dau
hat lanh va dau nanh cé kha nhiéu acid linoleic. Dau chia nhiéu ning lugng
hon carbohydrate cé cung khéi lugng. Ngoai ra carbohydrate thudng chiém thé
tich 16n hon, trong khi dau cé thé dic biét hitu dung trong 1én men mé bs sung
dinh dudng gian doan do chiém thé tich nho nén ¢6 chd dé bé sung cac thanh
phz‘i_n khac.

Nguén nitd

HAu hét cac vi sinh vat céong nghiép déu ¢6 thé s dung ngudn nits hitu co
hay vé cd. Nitd vd ¢o thuong 14 mudi amoni nhu sulfat, hydrophosphat hay amoniac.
Amoniac c6 thé st dung 1am chat diéu chinh pH trong qua trinh 1én men. Nguén
nito hitu c¢d bao gdm acid amin, protein va urea. Né thudng dude st dung 6 dang
phu phdm thé ctia cac cong nghiép khac. Acid amin tinh khiét hi€ém khi dude su
dung, thudng la trong trudng hdp né 1a tién chat clia san pham.
Nudc thai ngam bdp

Chat thai nay thu dude nhu 1a san pham phu clia qua trinh chiét tinh bét tir
bap va dude st dung lan dau tién trong lén men penicillin ti¥ nhiing nim 40.

41



Thanh phan clia né thay d8i tuy theo chit luong bip va quy trinh ché bién. Dich
chiét ¢6 dic chita khodng 4% (kVtt) nitd, bao gbm nhiéu acid amin, vitamin va
khodng chat. Cac can dudng thuong dude chuyén thanh acid lactic (9—20%
(k1/t)) nhd céc vi khuin nhiém. Nuédc thai bap déi khi dudc thay thé bing mat
thit tuang tit tir céong nghé ché bién tinh bat khoai tay.

Caoe nam men

Cao nim men dudge san xuit tir chat thai cua 16 bAnh mi va bia rugu cha yéu
chita Saccharomyces cerevisiae. Mdt nguéon khac 13 Kluyveromyces maxianus moc
trén whey (nudc thai siia chua) vi Candida utilis nubi bing cdn hay phé thai
cua cdng nghiép gidy. Cac cao chiét nay su dung trong mdi truong 1én men la
dang cé dic da loai mudi, ching chiia cac thanh phan tan dugc cua dich thuy
phéan t&€ bio ndm men. Cao ndm men chda qua 0,05% natri clorid khong dung
dudc vi sé gy an mon thiét bi.

Su thuy phian niAm men thudng la tu hiy do cic enzym néi sinh cia niam.
Qua trinh tu hiy khdi dau biang shock nhiét hay thidm th&u lam cho té bao chét
ma khéng hu hai enzym. Nhiét d6 va pH duge kiém soat trong sudt qua trinh dé
dam bao sy tu hdy dude téi vu va 6n dinh. Kiém soat nhiét dac biét quan trong
vi phai ngan dude sit phan huy cia cac vitamin. Qua trinh ty huy dién ra 6 50—
55°C trong nhidu gid trude khi nang nhiét d3 1én 75°C dé bt hoat enzym. Cudi
cing té bao dugc pha v3 bang enzym pha hily mang sinh chit hay bang tac nhan
¢6 hoc. Thanh t& bao va cac can khac duge loai bd bing ly tAm hay loc va dich
tan thu dude sé dude cé6 dic nhanh. Cao chiét thuong dude cung cdp dudi dang
long chita 50-65% chat ran, dang hd nhio hay bét khé. Chiing chita acid amin,
peptide, vitamin tan trong nudc va mot it glucose.

Pepton

Pepton thudng 12 qua dit dé sit dung trong cong nghiép lén men. Chang
dude san xuat bang cach thuy phan acid hay enzym cac nguyén lidu chda nhiéu
protein nhu thit, casein, gelatin, keratin, dau phdng, dau nanh, hat béng, ... Thanh
phan acid amin ciia né thay d6i theo ngudn nguyén liéu ban dau. Vi du pepton
tir gelatin thi nhiéu prolin nhung lai hiém cac acid amin ¢é luu huynh; trong khi
pepton tir keratin thi gidu cd prolin 1an cystein nhung lai khéng cé lysin. Pepton
tir thuc vat thuong chita mot lugng tuong 4481 16n carbohydrate.

Ba dédu nanh

Phan can coén lai sau khi ép dau chita khoang 50% protein, 8% nitd khéng
phai protein, 30% carbohydrate va 1% diu. Ba nay thuong dude dung trong lén
men khang sinh vi né dugc chuyén héa cham nén giam kha ning ttc ché su hinh
thanh san pham.

Nwae
T4t ca cac qua trinh 1én men, trit 1én men cd chit ran, déu cAn mot luong 16n
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nudc. Trong nhiéu trudng hgp, nude cling cung cip céc yéu td vét khoang chat.
Do d6 cAn nguén cung cAp nudc sach, 6n dinh chat lugng thanh phan. Truée khi
st dung can loai cac tap rdn. Néu nguén nude bi “ciing”, cAn duge xu 1y dé loai
muéil nhu calci carbonat, cac ion sit va cloride cfing cdn loai bo. Mt s8 quy trinh
1én men can nudc c6 dé tinh khiét cao nhu nuéi cAy t& bac dong vat, thuc vat.

Viéc cung cdp nude sach ngay cing trd nén khé khan do d6 trong quy trinh
cdn c6 cic khau dé tai st dung ngudn nude khi c6 thé.

Khoang chat

Théng thudng nudc cung cap cé chiia lugng cobalt, déng, sit, magié, molybden,
kém du cho sy tang trudng. Ngoai ra cac thanh phan khac ciing chia tap cla cac
khoang chat nay. Tuy nhién, néu ham lugng ciia mét sé ion nhu calci, magié,
phospho, kali, litu huynh va cloride qua thip so v8i yéu cAu thi can ¢ cac bién
phap b sung.

Vitamin va cac yéu té ting trudng

Nhiéu vi sinh vat cé thé tdng hop tat ca cac vitamin tit cac thanh phan co
ban cha moi trudng. Déi véi mét s6 vi khuan, ndm sgi va nAm men khac cac
thanh phan nay cin dude b8 sung vao mdi truong 1én men. HAu hét cic ngudn
carbon va nitd déu chda mét sd vitamin d dang tap. Cac yéu té ting trudng khac,
acid amin, nucleotide, acid béo, sterol duge thém vao dudi dang tinh khiét hoic
dé tiét kiém chi phi c6 thé sit dung dang chiét xuit tit déng vat hay thuc vat.
Cac tién chAat

Mot s6 quy trinh 1&n men cin dude bd sung cac tién chat nhat dinh, nhat 12
chc quy trinh san xuat chit chuyén héa thit cap. Khi d6é ching duge thém vao véi
lidu lugng duge kiém soat chat ché va thudng 6 dang kha tinh khiét. Vi du acid
phenylacetic hay phenylcetamid duge thém vio nhu 1a tién chit cia sgi nhanh
cua penicillin. D—threonin la tién chit ciia L-isoleucin san xuit bdi Serratia
marsescens va acid anthranillic duge thém vao khi san xuit L—tryptophan bang
Hansenula anomala.

Cac chat cam Ung va kich thich

Né&u su tao thanh san phdm phu thudc vao mét chit cam dng dic thu hay
moét chat ¢ cAu tric tudng ty, né phai c6 mit trong méi truong hodc duge thém
vio tai nhiing thai diém xac dinh trong qua trinh lén men. Trong nuéi ciy té& bao
thuc vat su san xuit cic chat chuyén héa thit cip nhu flavonoid, terpenoid cé
thé dudc khdi dong bing cach thém cae chat kich thich. Cac chat nay ¢6 thé dugc
phéan lap ti cic vi sinh vat, nhat 13 cAc vi sinh vat gdy bénh thue vat.

Céc chit caAm ing thudng cin cho qua trinh 1én men vi sinh vat bién d8i gen
(GMM - Genetic Modified Microorganism). Bdi vi sy ting trudng cta cac vi sinh
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vat nay c6 thé bi rdi loan néu gen dich duge hoat héa, thusng do muc d6 phién
ma va dich ma qué cao. Do d6, mét hé théng cam ung thuong dude thist ké dé t&
bao ting trudng binh thudng ma khéng c6 su hoat héa cua gen dich, khi su ting
trucng dat muc t61 uu nio d6, su hoat héa gen dich s& xay ra khi thém chat cam
ung, khi dé qua trinh san xuAt san phim dich mdi bit diu va té bao ciing bat
dau chét.

Cac chit Gc ché&

Cac chat e ché dude dung dé thay déi huéng chuyén héa cua vi sinh vat
nhiim tao ra san pham va gidm cac san pham phu hoac lam ngung qua trinh
chuyén héa & mét giai doan nhit dinh nhim tranh san phim dich bi chuyén héa
xa hon. Mét thi du dién hinh la 1én men sulfit trong dé natri bisulfit dugc dung
d€ chuyén hudng lén men rucu cia S. cerevisiae thanh san xuat glycerol.

Mot s6 GMM cé mang plasmid chita gen khang khang sinh, méi truong nusi
csy chita khang sinh sé gitp loai b3 nhiing t& bao khéng mang plasmid.

Cha't thay déi tinh tham t& bao

Cac chat nay lam ting tinh tham clha té& bao bang cach thay dé ciu tric
thanh hay mang t& bao dé lam tang su phéng thich ciac san phAm ndi bao vao
moéi truong 1én men. Thudng st dung penicillin hay cac chat hoat déng bé mat.
Ching thudng duge thém vao trong qui trinh 1&n men acid amin nhu acid
glutamic béi vi khuin Corynerbacterium va Brevibacterium.

Oxy

Tay thude vao nhu cdu oxy ctia chung vi sinh vat, oxy ¢6 thé duge dua vio
dudi dang khéng khi chita 21% oxy hay dang tinh khiét. Nhu cAu oxy cua vi sinh
vat thay déi tay theo ngudn carbon st dung. Trong hau hét cac quy trinh lén
men khéng khi hay oxy cung cap duge loc v6 tring trude khi dude bom vao noi.
Chat chdong bot

Bot dugc tao ra trong qua trinh 1én men do protein trong méi truong va khi
suc vao. Néu khong kiém soat dude bot, né 6 thé lam tic hé théng dan khi, tran
noi, gy nhiém hay phdng thich vi sinh vat ra méi truong.

C6 ba hudng ti€p can dé kiém soat bot trong 1én men: thay d6i cdng thic méi
trudng, ding cac bién phap cg hoc hay héa hoc dé pha bot. Cac chit pha bot
thuong 13 cac chat hoat ddéng bé mat, ching cin cé cac dic tinh sau:

1.Nhanh chéng phéin tan va tac dong nhanh.

2, Tac déng manh véi liéu thap.

3. Cé tac dong kéo dai.

4.Khéng déc dé1 véi vi sinh vit 1én men, ngudi hay tha.

5.Gia ré.
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6. Bén nhiét.

7.Tuong thich véi cac thanh phan méi trudng va quy trinh.

Cac chat pha bot tu nhién nhu dau thuc vat (dau nanh, huéng duong, cai
dau), dau ca da khi mui, dAu khoang, va m3 déng vat. Cac chit pha bot téng
hop hau hét 1a dau silicon, poly aleol, glycol alkyl héa. Mot s& chat cé thé giy
anh hudng dén qua trinh xu 1y sau 1én men nhit 14 céng doan loc.

3.3. Mbi trudng nudi ciy t& bao dong vat

Cac mdi trudng nay thudng dua vao mot mdi truong nén phiic hop, nhu
Eagle, c6 chita glucose, khoang, vitamin va acid amin. D61 véi té bao déng vat ¢6
vit. ngudi ta thudng thém huyét thanh nhu huyét thanh bé, ngua, ... Huyét
thanh cung cAp cac yéu té ting trudng bao gdm cac yéu té khdi dau va gan két,
cac protein lién két. Ching cling cung cAp hormon, yé&u té vét va cac chit de ché
protease.

Do su phiic tap trong thanh phan cta huyét thanh nén viéc tim kiém céc
cong thite ré tién dé thay thé rat khé khan. Vin dé tiét trung cting cé nhiéu kho
khan do cac y&u té trong huyét thanh kém chiu nhiét. Théng thudng méi trudng
chita 5-10% huyét thanh, gin diay ngudi ta 8 ging tao ra cac ching can it tham
chi khong can huyét thanh d€ ting trudng nhd dé gidm gia thanh nuéi cdy.

3.4, Mbi trudng nudi ciy té bao thyc vat

Nguge v8i mbi trusng nudi cdy té bao déng vat, té bao thue vat moc trén cac
mai trudng téng hdp. Chiing thudng chita mét ngudn carbon hitu cd (hau hét cac
t& bao thuc vat phat trién di dudng), mét ngudn nits, khoang, va cac hormon
tang trudng. Saccharose thudng dude dung lam ngudn carbon, dac biét dé1 vé
viéc san xuit chit chuyén héa thit cap, nhung glucose, fructose, maltose va doi
khi lactose ciing da dugc sit dung. Nitrate thudng déng vai trd ngudn nitd, duge
cung cap ¢ dang mudél amoni. Tuy nhién, moét sd loal can cung cip nite hitu cd
dudi dang acid amin. Thanh phin va néng dd cic hormon thuc vat thay ddi tuy
theo loai va theo loai 1én men, thuong st dung auxin ciing véi cytokinin dé thuc
day sy phan bao. Méi trudng 1én men hai pha hay dudc sit dung trong d6 pha
dau dudce cho tang trudng téi wu va pha hai dude t6i wu dé san xuit san pham.
3.5, Méi truong giw giong

Mbi trudng nay dude thiét k& dé vi sinh vat c6 sdc séng cao va giam thiéu
cac bién déng vé di truyén. Dic biét chiing phai giam ludng cac chit chuyén hoa
ddc. Néu chiing ¢6 dic diém khéng 6n dinh thi phai dudc giit trén cac méi trusng

c6 tinh chon loc cho cac tinh trang can gidt (tham khao céng thitc mai trudng cua
cac ¢o quan luu git chung nhu ATCC, NCTC, ...).
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4. HE THONG LEN MEN
4.1. Nbi 1én men

Néi 1én men hay binh phan tng sinh hoc (fermenter/bioreactor) la thung
chia té bao, chiét xuit t&€ bao hay enzym thuc hién phan tng sinh hoc.

N6i 1én men c6 dung tich tit mét vai lit dén hang tram nghin lit, dudc lam
bdng thuy tinh hay thép khéng ri, c6 hé théng cam bién do va diéu chinh nhiét
dd, pH va oxy hoda tan. N6i 1én men thudng c6é hinh tru véi hé théng canh quat
nhu chan vit tau thiy nham trén déu va cung cdp oxy. Oxy tan trong nudc rat
han ché (8,4 mg/l ¢ 25°C) nén can dudc cung cip lién tuc (khéng khi dudc suc vao
va khudy déu trong ndi 1én men). Can phai cé thiét bi theo déi lugng oxy hoa tan
trong méi truong.

Khi thai
vO trung

Cdng phu Loc tiét tring

— Nudc/hoi nudce ra
Truc khuéy
Vo ngoai
Dia khuéy
Ro can
Nudce/hoi nuée vao

Khi vo t;ﬁng

Bo phun khi

Cong thu 1 «— Khi vao
hoach
Hinh 2.3. N&i Ién men kiéu thung khudy (stirred tank)

Trong qua trinh nuéi cdy hiéu khi, phai cung cip oxy cho vi sinh vat hé hip
va phat trién sinh khéi, déng thoi tao diéu kién cho hé enzym trong t& bao hoat
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dong va cho hiéu suit sinh téng hop cao. Song néu d6 théng khi qua muec thi

hiéu qua lén men s& giam, VD lén men vitamin B,, dat hidu suat t6i da & do

thong khi 2,7g O, /ml/gid, néu nang cao hon nita sé lam giam lugng vitamin.
Ngoai viéc dam bao cho ludng khi vao va khudy, ndi 1én men con phai gén

thém cac bd phan can trén thanh dé lam tang hiéu qua van chuyén oxy va céc

cia phu dé bé sung t& bao nudi va cic chat thiét yéu vio méi trudng.

4.2. Sy tang trudéng ctia t& bao trong nbi 1én men

Ty lugng (stoichiometry) cua té& bao

70% khéi luogng ctia t& bao 1a nude. Con mdt nita khéi lugng khé cta té& bao la
carbon va cac nguyén t& C, O, N va chiém khoang 92% téng s6. Thi du, thanh
phan nguyén té cua E. coli. (Bang 2.7)

Bang 2.7. Thanh phan nguyén to cua t& bao E. coli

Nguyén t& Ty 1& (% khd)

C 50
@] 20
N 14

H 8

P 3

S 1

K 1

Na 1
Ca 0.5
Mg 0.5
Cl 0.5
Fe 0,2
Céac nguyén 13 khac 0,3

Céng thue héa hoc téng quat ciia t& bao vi sinh vat 1a C,H,O,N.
Cac yéu té6 anh hudng dén tang trudng té& bao

Su tda nhiét do ting trudng: mot phan niang lugng trao d6i chit cua té bao
thoat ra 8 dang nhiét. Do d6 can ¢6 thiét bi diéu nhiét dé nhiét d6 mai trudng lén
men dao déng trong khoang +/— 0,5 °C, nham duy tri cac diéu kién sinh ly t6i uu
cho tang trudng.

Gidi han co chit: téc dd tang trudng to) da giam 50% & nong d6 10~ mol d6i
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vdi glucose va cac hgp chat N, 10 mol d81 véi vitamin va cac nhan td tang
truong.

Uc ché cd chit: nong d6 co chat cao lam tée dd téng trudng toéi da giam 50% o
noéng dé 1-2 mol véi glucose va 0,1 — 0,2 mol véi nguén N.

Uc ché san phidm: néng dd san pham cao lam téc d6 ting trudng toi da giam
50%. Loai ttc ché& thuong giap ¢ ethanol, acid hitu co, acid amin, khang smh
ethanol véi néng d6 1 mol sé tic ché ndm men, vi khuén.

4.3. Cac phuong thuce 1én men

C6 nhiéu phuong thic 1én men khac nhau duge phéan loai theo cac thudc tinh
¢d ban nhu sau. Trén thuc té€ mét quy trinh 1én men la sy két hgp cua nhiéu
phuong thic l1én men.

Khéng khi ra

Loc vO tring

2l b Ong dén tran
Binh chira
moi truong

Binh thu
hoach

Hinh 2.4. Thiét bi Ién men lién tuc

Kiéu van hanh

Lén men gian doan hay lén men tiing mé (batch fermentation) day la dang
16n men cé dién nhat. Méi truong dinh dudng dude cho mét 14n vao ndi 1én men
va thyc hién 1én men dén khi thu san phidm. Tuén tu theo cac giai doan: nhin
giong, suc khi, phan ting, thu san pham. Xong mét mé, lai tién hanh mé méi.

Lén men b6 sung dinh dudng gian doan (fed—batch) trong d6 mau lén
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men dude tién hanh theo kiéu gian doan nhung ¢d chit khéng dudc cho hét mét
l4n ma vao cac thoi diém xac dinh mot lugng nhd co chit dude cho vao ndi lén
men. Diéu d6 cho phép kiém soat chinh xac su sinh trudng cia vi sinh vat va kéo
dai thoi gian pha lay thita hodc han ché cac sdn pham phu. Cach lén men nay
cho phép dat niang suit sinh khéi cao hon. Vi du d61 véi E. coli 1én men fed—
batch cho nang suit sinh khéi vao khoang 70 g /lit méi trudng, nhung chi dat 20
g/lit néu 1én men trong diéu kién théng thuong.

Lén men lién tuc (continuocus fermentation): trong qua trinh lén men,
ngudn dinh dudng duge bd sung lién tuc va dich lén men duge 1ay bét ra lién tuc
va tao ra su can bing hdp 1y (Hinh 2.4). Phuong thitc cung cip dinh dudng nay
lam cho cac diéu kién trong néi 1én men luén ludn d trang thai 6n dinh, do d6 san
pham tao ra t6t hon. Uu thé cia phuong thic 1én men nay la khéng phai nhan
giéng theo timg meé, ma c6 thé ling dong méi trudng dau ra dé thu t& bao. Do vay,
thdi gian 1én men ¢6 thé dudc kéo dai hon. Thi du, 16n men rugu gian doan dién ra
trong 5-7 ngay, con 1én men lién tuc c6 thé ca thang, tham chi ca nim.

D6 kin cua hé thong

Lén men hd. Cac san phdm c6 khéi lugng 16n nhung gia thanh thap nhu cac
san pham lén men truyén théng (rugu, bia, gidm, sita chua,...) thudng dude lén
men trong cic ndi l1én men don gian va van hanh trong hé théng hd, khong kiém
soat chiit ché& mic dd ngoai nhiém. Cac quy trinh niay thudng van hanh & pH hay
nhiét 46 ma phan 1dn cac vi sinh vat ngoai nhiém khé phat trién, hodc sit dung
cac cd chat dic thi cho mét s6 it vi sinh vat nhat dinh, do d6 néi chung mic du
hé théng khong kin nhung muc d6 ngoai nhiém vin duge kiém soat trong gidi
han nh4it dinh.

Lén men vé trung. Cic san pham cé gia tri cao hodc ¢ tiéu chuidn an toan
cao (vi du duge pham) doi hdi hé théng 1én men phite tap hon. Hé théng phai st
dung méi truong va vat liéu da tiét trung hodc cho phép tiét trung ngay trong hé
théng (CIP — cleaning—in—place) va toan b hé théng phai duge kiém soat chat vé
mitc do nhiém trong suét qua trinh 1én men. Cac quy trinh nay thudng sui dung
chiing vi sinh vat thuan.

Su thong khi

Lén men hi&u khi. Su ting trudng sinh khéi hodc tao sAn pham cin ¢é sy
hién dién cua oxy, do d6 hé théng 1én men phai c6 co ché cung c¢ap va kiém soat
noéng doé oxy thong qua viée suc khi va khuay tron.

Lén men ky khi. Ngudc lai mft sé quy trinh 1én men can duge thuc hién 6_
diéu kién ky khi (1én men rudu), khi d6 viéc thong khi khéng con can thiét hoidc
dudc thay thé bing cac khi khong hé hap duge.
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Kiéu thi&t bi sit dung
Lén men nai

Lén men bé mat: méi trudng léong chita trong khay khéng qua 5 cm va té
bao moc 18p trén bé mit ti€p xic tryc tiép véi khong khi. Kiéu 1&én men nay dude
gol la 1én men tinh.

Nubdi ciy lac: dung may lic dé cung cap oxy do méi trudng dude bi khuiy
tron nho may ldc. Néu méi trudng tang trudng chi chiém 10-20% thé tich binh
erlenmeyer, c6 thé dat mat dd t& bao 1-2 g khé/lit méi trudng.

Lén men ban rin: c¢o chit Am dé 16p mdéng trén khay.

Lén men chim

Lén men chim (submerged fermentation) 12 kiéu 1én men chi yéu trong céng

nghiép. Khi 1én men véi quy mé 16n hay mat d6 t& bao cao, nguoi ta dung bom

khi (compressor) dé thong khi. Thiét bi chi yé&u 1a ndi 1én men (fermentor hay
bioreactor)

4.4. Ky thuat lén men
Lén men bé mat
Méi truong

Mbi trusng ran thudng la cam, bot, ngd, tdm, gao... D6 Am khoang 60%. Méi
truong long thudng dung 1a nuéc dudng héa, nude ba rugu, ri dudng.

Vi sinh vat phat trién hap thu nhitng chit dinh dudng clia madi trudng (phai
ti€t ra enzym) va st dung oxy phan ti, oxy khéng khi dé hé hap. Chinh vi vay
nudi cdy bé mat can phai cé bé mat thoang rong, 16p méi trudng khong qua sau
(2-5cm). \

Thi du: nudi cdy bé mat méi trudng rén thuong ding cho ndm méc Aspergillus
dé 13y enzym, hay nudi cdy xa khuén trén gao ngo dé 1ay khang sinh.

Nudi cdy Aspergillus niger trén bé mit méi trudng long dé 13y acid citric.
Saccharomyces cerevisice thudng dude dung 1én men ndi trong céng nghiép con.
Nhaén giéng

Viéc nhan gidng tfong nudi cady bé& mat.thudng bang hé sgi hoac bao ti cia
nim moéc hoac xa khuén.

Nubi cdy nhan giéng c6 thé d¢é 1au cho ndm méc va xa khuin moc gia va sinh
bao ti. Thu bao tit bing cach ding may hut hoac dung chéi 16ng mém da tiét
tring quét 1én mat moi truong ran. Bao td kho dung trong cie binh kin gin
parafin bao quan d nhiing noil mat va bao quan dude hang nam.

Tién trién
Cay gidng tit méi truong di nhan giéng. Cac bao ti hodc cac mAiu hé sdi trong
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moil trudng 1én men sau thdi gian tiém phat sé phat trién manh. Qua trinh phat
trién cha vi sinh vat cin oxy phan tit cia khéng khi dé hé hip. San pham ciia sy
hé hdp la khi CO,, va nhiét lugng tda xung quanh. Két qua 1 nhiét d6 méi
truong tang 1én, nong d6 CO, cao 1én va méi trudng c¢é thé bi khé dan hoac udt
thém. D am ctia phong nudi ciy vao khoang 95 — 100%.

Hoat Iuc sinh tong hgp vi sinh vat cao trong thoi ky cac t€ bao con tré va
giam dan khi bat dau sinh bao ti.

T
A
CE T TE

6
o3
3 ¢
oy

Hinh 2.5. Budng lén men bé mat sr dung khay
1. Gid dung khay. 2. Khay; 3. Clta cho khéng khi sach vao budng; 4. Clta cho khéng khi ra;
5. Quat, 6. Ché phun nudc; 7. Bd phan xa hai néng dé diéu chinh nhiét db clia buéng

Phuong tién

Khi nuéy cAy bé mat ngudi ta thudng rii mdl truong trén cic khay, manh,
nong, nia. Pay 12 phudng phap ¢é dién, nhung ngay nay van duge phé bién rong
rai 6 hiu hét cac nudc trén thé gidi. Phuong phap nay chiém ty 1é cao trong san
xuit cac ché phim enzym va chiém uu thé cao trong cong nghiép san xuat acid
citric. .

Ngusi ta c6 thé st dung budng 1én men bé mat ¢6 cac khay dung mée trusng
va c6 nhiing bo phan thoang khi, phun nudc thanh bén va diéu chinh nhiét bang
hol néng (hinh 2.5).

Lén men chim
Nhin giéng

Nudi cdy chim dude tién hanh trong cic thung lén men chita méi trucng
dinh dudng c6 canh khuay va suc khi d€ cung cip oxy cho vi sinh vat phéat trién.
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Trong qua trinh 1&n men gidng dudc tién hanh nhan giéng qua cic cip : cidp 1
trong binh dit trén may lac, cAp 2 trong binh nhan giéng 50 lit cé6 canh khuay va
suc khi, cAp 3 néu cac thung lén men chinh khoang vai chuc mét kA1, Ty 18
nhan gidng khoang 1 dén 10%.

Tién trién

Giéng sau khi dugc t18p vao thing 1én men qua mot vai gid ¢ giai doan tiém
an, bat dau phat trién theo chi sd logarit. 0 gial doan nay, cac thanh phan dinh
dudng giam nhanh, nhu cdu oxy ting nhiéu, nhiét lugng tda ra cao, trén bé mat
mai truong néi bot, khéi bot tang dan, gdy nhiém trung lam hong ndi men. Vi
vay khi thay xuit hién bot phai cho ddu thuc vat hay md ca voi, hoic chat pha
bot téng hap.

Trong qua trinh phat trién, vi khuin thudng sinh ra cac acid hitu cd (acid
lactic, acid acetic, acid ‘propionic...) cung véi cic goc acid con sét lai nhu SO77, Ci',
NO,'cuia cdc mudi amoni lam cho moéi trudng chuyén vé acid. Do vay ngusi ta
thuong thém khoang 2 — 3% CaCO, dé lam chit n dinh pH ho#c thém uré hay
NH,OH dé diéu chinh pH.

Thoi gian 1én men khoang 30 — 70 gig, ¢é khi dai hon.

Nguyen liéu
Chuin bg mai trudng Chuin bi mdi tregng o -
R JO —Nhan gidbng cap |
lén men nhidn gidng
Khdng khira
] S » Nhin gidng cdp 11, 111 J
:. R — Khong khira
A * LENMEN 4
Khdng khi nén, loc — Tich vi lim sach sin phim

Hinh 2.6. So 46 Ién men chim
Pdic diém 1én men chim

Dung mai trudng dinh dudng cé thé hiu nhu hoan toin dap ng vé nhu ciu
sinh ly cua tiing giéng vi sinh vat.

Vi mét don vi thé tich dich nudi cdy cho dude s6 lugng chit sinh téng hop
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cao va hiéu suat lén men néi chung cao hon nhiéu so véi phuong phap 1én men
bé mat.

Cac thiét bi 1én men dé co khi héa, tén it nhan céng va dién tich mat biang nhé.

Tuy vay, phuong phap nay cing c6 nhuge diém 1a doi héi trang bi ky thuat
cao, dé bi nhiém trung toan bé. Trong lén men chim can khuay va suc khi lién
tuc vi vi sinh vat chi sit dung dude oxy hoa tan trong mdi truong. Khi duge nén
gua mdt hé théng loc sach tap trung. Hé théng nay tudng d61 phitc tap va dé gay
nhiém cho mai trudng nudi cay (hinh 2.6).

4.5. Cac y&€u t6 anh hudng dén hiéu suit 1én men
Anh hudng ctia pH méi truong

Trong cac dung dich thudng xuyén c6 ion H* tu do. Nong 38 cac ion H* trong
méi trudng dinh dudng cé anh hudng 16n dén sy trao ddi chat va phat trién cua
vi sinh vat.

Néng d6 jon H' duge thé hién bang s gam jon H* trong 1 lit méi trusng. Néu
trong 1 lit dung dich c6 0,001 g ion H' thi néng 46 cia né 14 KH = 0,001g/1 hay
HK=1/10%g/1 = 10 3g/1 va mdi trusng cé6 pH 3.

pH mbéi trudng anh hudng 16n dén su phat trién, kha nang sinh téng hdp clia
vi sinh vat;

— Tac dung truc tiép ctia ion H* hay ion OH"dén tinh chat keo cua té& bao, dén
hoat luc cua enzym

— Téac dung gian tiép pH dén té& bio

pH méi trudng anh hudng dén su sinh trudng va sinh téng hgp cta vi sinh
vat khong gidng nhau. Cé nhing pH, 8 d6 vi sinh vat vdn phat trién binh
thuong, nhung tao it hofic khéng tao san pham. Thi du: trong sinh téng hdp
penicillin, ngudi ta nhan thdy khi pH ciua méi trudng duéi 6,0 thi vi sinh vat
phat trién binh thudng, nhung khéng tao dude penicillin — pha II hoan toan khong
c6 (hinh 2.7).

100 7

Penicillin (16i da 100%)
L
S

64 68 12 16 80
pH méi trudng

Hinh 2.7. Anh hudng clGa pH moi trudng dén sy tao penicillin
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D61 véi mbi mot san phadm déu c6 vang pH téi thich xac dinh.

Thi du : viéc tao thanh tetracyclin 12 t61 da 6 vung pH 6,8 — 8,0, d61 véi
streptomycin 12 7,0 — 8,5; d61 vdi penicillin 6,8 — 7,5 ; d61 véi acid glutamic 6,8 - 7,5;
dé1 véi lysin 6,8 — 7,2,

Néng d6 glucose cao trong méi trudng thuong lam pH chuyén din vé phia
acid, vi trong qua trinh trao d6i chAt vi sinh vat tao ra nhiéu acid hitu co.

Tri s6 pH dau tién cda méi trudng cé anh hudng khéng nhé téi sinh trudng
va sinh téng hgp cta vi sinh vat. pH dau tién tao didu kién thich hap cho
nhiing giai doan dau clda qua trinh déng héa, tich tu nhitng “ban thanh pham”
dé téng hdp nhing phéin tu cac hop chit cin thiét. Thi du : pH diu thich hop
cho xa khuAn Act. aureofaciens trong qua trinh téng hdp biomycin la khoang
6,6 — 6.8.

Cé trudng hop, phai thay d6i pH téi thich theo pha sinh trudng va pha tich
tu san pham. Thi du : trong 1én men penicillin cin tao ra 8 pha sinh trudng pH
gan 6,8 va d pha tao thanh penicillin pH khoang 7,3 (hinh 2.7).

Nhu cAu oxy va Anh hudng cia oxy dén qua trinh sinh téng hop

Nuéi cay vi sinh vat hiéu khi can phai cé su tiép xic giita chiing véi khéng
khi. Trong nudi cdy bé mat thi cic 18p méi truong phai mdong dé tao ra mat
thoAng rong va trong nudi cidy chim phai tao duge nhitng didu kién khong khi
hoa tan nhiéu vao méi trudng 1dng.

D6 hoa tan oxy

Vi sinh vat chi s dung oxy hda tan trong méi truang long. Tinh chat nay
lién quan téi su phan bé hé enzym hé hap té bao chit (nudc trong té bao chit
chiém 80%). Luong oxy hoa tan trong nudc rit it. T& bao st dung oxy dé hé hap
va lam giam lugng oxy trong mai trudng.

Thiéu oxy nhit thoi s& pha va su trao dd chat trong t&€ bao. Vi thé phai cung
cAp oxy sao cho téc d6 hoa tan oxy bang téc d6 st dung oxy cua vi sinh vat.

Téc do hoa tan ciia oxy trong méi trudng long dude tinh theo céng thiic :

R-S-K,(C-C)
Trong dé : R : toéc d6 hda tan cua oxy
C : nong d6 oxy bio hoa 8 4p suit riéng
C, : ndng d4 oxy hoa tan ¢ thdi diém lua chon
KLa : hing s6 ty 1&
t: thor gian
M6i trudng 16ng dude khuay déu sé lam ting téc d§ hoa tan cia oxy. Song
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khuidy qua manh sé& dan dén viéc lam héng ¢d hoc cac t& bao va din dén hién
tugng tu phan.

Tang ap suit riéng clia phan (C) sé lam tang dé hoa tan ctia oxy. Piéu nay g6
thé thuc hién bing cAch nén khi qua cic may nén (compressor).

Khi nudi cay vi sinh vat hiéu khi trong cac binh nhé trén may lic, téc d3 hoa
tan cug oxy phu thude vao tée d6 cia may lic (s6 vong hoac s6 lan lic) va kidu
lic (M3c tron hay lic ngang), cing nhu ty s& thé tich méi trudng véi thé tich
chung cua binh.

D4 hoa tan cua oxy con phu thudc vao nhiét dé khi nudi cay, vao néng dé cac
chat hgp phan va dé nhét ctia méi truong. Khi nhiét d6 tang thi d6 hoa tan giam.
Néng dé oxy hoa tan trong cic méi trudng giam hai lan khi nhiét d6 tang ti 30
dén 37°C.

Nong d6 oxy ciing giam khi st dung cac chat hoat déng bé mat, cac chit pha
bot va ham lugng tang cua sinh khéi vi sinh.

C6 nhiéu phuong phap xac dinh oxy hoa tan : héa hoc, cuc phd, do dién thé
oxy héa — kht, do trén may Vacbua.

Phudng phap héa hoc dude diing nhiéu nhat 13 phudng phap sulfit. Phudng
phap nay dua trén cd s6 oxy héa sulfit thanh sulfat trong sy ¢6 mit cda ion déng
hoac cobalt. Nhugce diém: khéng chinh xac trong dich nuéi cay.

Néng db oxy héa tan dude biéu thi bang :

— Phan tram so vdi bao hoa.

- Ap suat riéng.

— Milimol ho#c miligam O, (gam O,), lit trén gié hay lit trén phiit.

Anh hudng cua su thong khi lén su sinh truong cia vi sinh vat

Dé1 v8i nhiéu vi sinh vat, su théng khi s& lam tang tdc d6 sinh trudng, rut
ngin pha tiém phat, nang cao sinh khéi. Khi tang téc d6 hoa tan oxy tit 0 dén 5
mmol O,/lit/phiit lugng sinh khéi cuéi cung cua Serratia marsescens sé ting mat
cach dang ké va sinh khéi dat cuc dai ¢ 5 mmol O,/lit/phiat. Nhung néu tiép tuc
tang thong khi nita thi Iugng sinh khéi cuél cing sé giam. Tdc d6 sinh trudng
cua Azotobacter vinelandii tang nhiéu khi ting dé thong khi tir 0,21 dén 0,6
g/lit/gid. Nhung néu qua 0,6 g/lit/gio thi sinh khéi sé giam, hinh 2.8 biéu dién
méi tuong quan gida d6 théng khi va hiéu suit sinh khéi cua ndm men Sac.
cerevisiae.

Nhu cau oxy cua vi sinh vat trong cac giai doan sinh trudng khéng giéng
nhau: trong thoi ky dau do sinh khéi con it, téc dd hoa tan oxy 1én nén théng khi
manh 13 tét.
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Trong lugng men kho
g/100g glucose

1 2 3 4 5
mMol O,/1/phiit

~ Hinh 2.8. Anh huéng clia mitc dé théng khi
dén hiéu suat sinh khéi cia Saccharomyces cerevisiae

b6 hoa tan cua oxy phu thudc vao nhiét d4. e nhiét d6 5 — 30°C, d6 hoa tan
cua oxy ¢6 thé duge tinh theo cong thifc :
_ 47
33T
Trong d6 : C biéu thi bang ppm
T : d6 bach phan
Mic d6 théng khi tang din theo sinh khéi. Thudng nhu cau oxy cuc dai khi
mue dé sinh trudng con chua ding lai, khi téc dé sinh trudng giam dan thi oxy
hoa tan trong dich nudi ciy cling giam dan téi sd khong.
Anh hudng cia su théng khi dén qud trinh trao déi chét va tich lay san
phdm sinh téng hop
Khi nuéi cdy Propionibacterium jenseni trong diéu kién hiéu khi thi né cé
thé déng héa duge glycerin, nhung khi nudi cay trong didu kién yém khi thi
khéng dong héa duge. Khi nudi cAy ndm men trong diéu kién yém khi sé xay ra
quéa trinh 1én men rugu, khi cung cip oxy thi ndm men sé phat trién sinh khai.
Thay d8i cudng d6 hiéu khi sé thay d6i ty s& giita cic san pham oxy héa va khi 3
cac vi sinh vat hidu khi khong bt bude nhu vi khuén lactic, vi khudn propionic.
Nang cao cudng dé théng khi sé lam ting tdc dé sinh trudng va s8 lugng sinh
khéi vi sinh vat, dong thdi lién quan dén su tao thanh san pham trao d6i chit
(khang sinh, acid hitu cd, acid amin, vitamin, enzym, ...). Mdc thong khi tang tu
1 dén 3 g 0,/l/gid 1am tang hidu sudt sinh tong hgp streptomycin mét cach dang
ké. Hinh 2.9 cho ta thay sy théng khi anh hudng rd tdi qua trinh sinh téng hop
Gramicidin 8 & Bacillus brevis va it ¢6 anh hudng dén su sinh trudng cua vi
khuin nay.
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Hinh 2.9. Su tao thanh Gramicidin S trén maoi trudng tc‘fng hdp phu thuoc vao
muc do thang khi 8 Bacillus brevis

Trong qua trinh oxy héa tryc tiép glucose thanh acid gluconic hoic rugu
thanh acid acetic thi téc dd sit dung oxy déu cuc dai. Trong 1én men citric cua
Aspergillus niger thi hiéu suit cuc dai tring vé1 hoat Iuc hd hap tél da cua mébc
nay. Nuéi cay Brevibacterium flavum néu théng khi toét sé tao ra chu yéu 1a acid
glutamic va acid cetoglutaric, néu théng khi khéng du sé tao ra acid succinic va
acid lactic va khi khéng thong khi thi san pham sé 1a acid lactic. K&t qua tuong tu
d61 v81 Corynebacterium glutamicum (Micrococcus glutamicus) trong qua trinh
1én men glutamic. Néu théng khi khéng day di, cac enzym lactatdehydrogenase
v alanindehydrogenase sé hoat déng va tao acid lactic, alanin ti acid pyruvic.
Théng khi tdt tac diéu kién cho hé enzym glutamatdehydrogenase xic tac phan
dng tao acid glutamic tir acid a—cetoglutaric.

Trong qua trinh nudi ciy hiéu khi, phai cung cip oxy cho vi sinh vat hé hdp
va phat trién tang sinh khéi, déng thoi tao diéu kién dé hé enzym trong t& bio
hoat ddng va cho hiéu suat sinh téng hdp cao. Song khéng phai moi trudng hop
déu theo ty 1& thuan: néu dé théng khi qua mite thich hgp thi hiéu suit sé giam.
[.én men vitamin B,, dat hiéu suat téi da d d6 théng khi 2,7 g 0,/1/gid, néu ning
cao nda sé lam giam luong vitamin (hinh 2.10).

D61 véi mbi qua trinh 1én men cin phai nghién citu anh hudng cia cuong do
théng khi d6i véi hiéu suit tao thanh san pham. Trong céng nghiép vi sinh,
khéng khi duge nén qua may nén, qua hé théng lam ngudi, tach dau nudc, qua
loc réi thdi vao ndi 1én men. Trong cac thung 1én men va cac thung nuéi cdy
nhén gidng déu c6 hé thang khudy dé trén méi trudng va phan tan khéng khi,
Cudng d6 suc khi va khuay tiy thude vao yéu cau caa titng loai vi sinh vat, vao
ting didu kién nudi cdy nhim thu duge hidu suat san pham téi da.
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Vitamin By y/g chidt kho

g 0/1/gids

Hinh 2.10. Sy phu thudc vao téc da théng khi cua qua trinh [én men vitamin B,

5. GIAM SAT QUA TRINH LEN MEN

CAc ndi 1én men hién dai dudc trang bi nhiéu loai cam bién tai chd (in situ) va
dude van hanh théng qua giao dién diéu khién ky thuat sé (direct digital control —
DDC). Piéu nay cho phép kiém soat mbt cAch chinh xac nhiéu théng sé van hanh
cung hic nhu nhiét d6, pH, téc d6 cap dinh dudng, ndng do oxy hoa tan, ... (Bang 2.8).
Cac théng s6 nay dam bao cac diéu kién can thiét dé vi sinh vat phat trién té1 vy,
do d6 dudc goi la cAc thong s6 nudi cdy. Ngoai cic thong s6 nudi cAy, mbt s6 noi lén
men hién dai con dudce trang bi cac cam bién in situ va cac bd phan tich truc tuyén
(on—line) nhu 14y mAau, phan tich khi thai, ... cho phép theo ddi thudng xuyén cac
théng s6 nudi eidy. Cac thong sé nay c¢é thé duge theo déi véi tan sudt rat cao (30 —
1.000 1an/gid). Véi céc tién bd vé may tinh, viéc kiém soat cac thong s6 nudi cay cé
thé duge thuc hién mot cach chinh xac véi d lap lai cao.

Bang 2.8. Mot s6 cam bién in situ dé do thong sd nudi cay

Thang sé Cam bién Khodng hoat déng D4 chinh xac
Nhiét do Pt-100 0-150°C 0,1°C

Ap suat Piezoresi-stor 0 -2 bar 20 mbar

Luu téc khi Bang hé nhiét luong 0—20L min™1 20 mL min~1
pH Bbién cuc pH 2-12 0,02

pO, Bién cuc Polarografic Clark 0 — 400 mbar 2 mbar

pCO, Pién cuc pH cd mang 0 — 100 mbar 2 mbar

Cac cam bién in situ. Cac cam bién nay duge dat ngay bén trong né1 va cé
thé dugc tiét tring cung véi ndi ma khdng phai thao ra (Bang 2.8). Ching dugc
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thiét ké& dua trén cac nguvén ly khac nhau nhung néi chung hau hét cic cam
bitn nay rat dang tin cay va dudc su dung thuong quy trong cdc quy trinh g
phong thi nghiém hay ¢ quv mé ¢éng nghiép.

Bang 2.9. Uu va nhugce diém cla cac nguyén ly cam bién in situ khac nhau

Nguyén ly Uu diém \ Nhude diém ]

Mat dé quang  Khoang tuyén tinh réng C6 nhiéu tin hiéu

Huynh quang Po nhay cao Nhiéu nhiéu
Po duoc hoat dong té bao Kho dién gidi tin hiéu

Do dan Dai do dudc rong Bi nhiéu bdi suf théng khi va khudy
Do dudc hoat dong té& bao Khé dién giai tin hiéu

Siéu am Khoang tuyén tinh réng Bi nhiéu bdi su thdng khi va khudy
Khéng can vé sinh Nhay cam vdi nhiét

Cac bo phan tich truc tuyén. Mét s6 thong sé quan trong khéng thé do dudge
bing cac cam bién in situ nhu glucose va cac thanh phan méi truong, khi dé ngusi
ta dung cac phuong phap phan tich trite tuyén. Trong phudng phap nay, mau dude
lay va phan tich mét cach tu déng. Kiéu FIA (flow injection analysis) hay duge dung
vi téc dd, dd chinh xdc, d6 tin cay cao. Tuy nhién, nhuge diém ctia FIA la chi phan
tich duge mét tham s6. Thé hé tién tién hon sit dung cac ky thuat SIA (sequential
injection analysis) cho phép do nhiéu tham sé trong cing mét thiét bi. Cac hé théng
phan tich khac nhu khéi phé (mass spectrometry — MS), sic ky {6ng hiéu ning cao
(HPLC), va sac ky khi (GC) déi khi ciing dugde dung. Mac di cac hé théng phan tich
nay cé thé phan tich nhiéu tham s8 trong mét lAn chay, nhung ching khéng thé
sanh dude véi FIA vé d6 tin cay ciing nhu tdc dd (tan suat do cao).

TU LUGNG GIA

Trinh bay cac chién luge phan lap chung thich hgp dé san xuat.

Giai thich cac tiéu chi caa chiung 1én men céng nghiép.

WM =

So sanh cac ky thuat dét bién dé cai tao chiing.

Cong thie héa hoc cua té bao va ¢d sd hinh thanh mai trudng 1én men.

n o=

So sanh ky thuat lén men bé mét va 1én men chim.

Cac théng s6 can kiém soat trong qua trinh 1én men véa loai cam bién tuong dng.

S &

San phim nao sau day khéng phai cua 1én men cong nghiép:
A. Sinh khéi B. Streptokinase
C. Insulin tai t8 hgp D. Khang sinh quynolon

8. Yéu cau nao khéng diing ddi véi chiing 1&8n men céng nghiép
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A. It cAn yéu t6 ting trudng
B. An toan, khong gy bénh
C. Tiét duge san pham ra mai trudng
D. D& thu hoach
9. Yéu té ndo khéng anh hudng dén viéc Iya chon thanh phan méi trusng 1én men
A. Tinh sén c6
B. Hiéu suit st dung va tao san pham
C. It tao san phdm phu
D. Tan duge trong nude
10.Cap thong s6 — cam bién nio sau day khéng phu hgp
A. Nhiét d6 — Pt—100
B. PO, — Piezoresistor
C. PCO, — bién cyc pH ¢6 mang
D. Luu tée khi — Pdng hd nhiét lugng
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Bai 3
SAN XUAT KHANG SINH

1. MO DAU

Da sd khang sinh duge san xuit ¢ quy mé cdéng nghiép bang cach 1én men.
Thuc té& khoa hoc 1én men khang sinh phat trién cham mac du cé su gia tang
khéng ngiing viéc st dung cac thiét bi phic tap, ap dung cac ky thuat kiém soat
va sit dung may tinh. Khé t6i uu héa quy trinh 1én men vi khéng thé cé hai mé
giong nhau hoan toan, hiéu suit 1én men khang sinh lién quan véi dan sé té bao
song ludn thay déi ca vé s6 lugng va chit ludng sudt chu ky san xuét.

San xuét benzylpenicillin (penicillin G, nguy&n thuy chi 1a penicillin) duge
chon la mé hinh cho qua trinh san xuit khang sinh. Pay 1a khang sinh quan
trong nhit ca vé lich st va gia tri y hoe. Penicilin 1a khang sinh duge san xuat
dau tién ¢ quy mé 16n. Hién nay, penicillin vadn dugc ké toa trén toan cau va
con la nguyén liéu diu cho cac khang sinh ban tdng hgp. Ngoai ra trong bai
nay quy trinh san xuat khang sinh macrolid erythromycin bing xa khuin
Saccharopolyspora erythraea cing dudc mé ta dé minh hoa vi xa khuén la
ngudn sinh khang sinh tu nhién phong phu nhat. '

Nam 1928, Fleming tinh cd phat hién ra cac hdp petri nuéi tu cdu bi nhiém
méc c6 tao vong tc ché. Ong tach méc xanh nay ra nghién citu va dinh danh la
Penicillium notatum, tuy nhién, éng chua tach duge chit cé tac dung cling nhu
nghién ciu ciu tric. Nam 1941, céng nghé san xuit penicilin dd duge hinh
thanh. Cac chung dau tién chi dat 10-15 IU/ml dich men. Giai doan nay ngudi
ta nuéi bing phuong phap bé mit, dung nuéc loc ra dé rita vét thuong. Qua
trinh dot bién dé cai tao gidong déng thsi dua ky thuat 1én men chim vio san
xudt ning hiéu suét ting din 1én. Hién nay hiéu suit tang gap 85.000 lan so vdi
lic ban dau.

0 Viét Nam, ngudi nghién ciu penicilin ddu tién la cd gido su Pang Vin
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Ngd. Nam 1947, gido su da mang chung Penicillium chrysogenum tit Nhat vé va
trong chién khu Viét Bdc gido su da san xuit ra dich men penicillin dé chiia cho
cac thuang binh.

2. SAN XUAT BENZYLPENICILLIN
2.1. Giéng

Gidng dé san xudt penicillin 1a Penicillium notatum, dude phan lap béi
Fleming vao nim 1928 tU sy nhiém tinh c¢d. Vao nam 1940, Florey va Chain da
san xuit dugc penicillin tinh khiét va tiém nang chita bénh to 18n cua né trd
thanh hién thuc. Tuy nhién, k¥ thuat nudi cdy b& mit méi trudng long dé nudi
cAy thé hidu khi bat budc nay kéo dai, cin nhiéu thao tac va dé& bi nhiém. Viéc
phan lap duge ching Penicillium chrysogenum cho hiéu suit cao (giap 100 lan
chung cua Fleming) t& qua dua dé bi nhiém & chg Peoria, thude bang Illinois —
My da cho mét bude tién quan trong. Ching P. chrysogenum cé thé nubi [én men
chim trong binh kin thé tich 250 m* ¢6 khudy va théng khi. T mdt naAm gbc nay,
méd1 nha san xuit penicillin c6 ching dic biét bang cach xt 1y véi cac tie nhan
gy dot bién nhu tia Ronghen, tia ti ngoai va cic chat ankyl héa va chon loc dé
thu cac bién déi cai tién. Cac thé bién d6i chon loc nay c¢é kha ning san xuit
fugng penicillin 16n hon nhiéu so véi chung hoang dai. dac biét 14 khi 1én men
trong cac diéu kién méi trudng 6 kidm soat. Cac kél qua giy dot bién va lai tao
ching c6 thé tém tat nhu sau:

— Téc d6 tao san pham va hidu suit cao.

— C6 kha ning tao thanh san phim trong diéu kién nuéi cidy chim (cac
chiing dAu tién chi sinh ra san pham trong diéu kién nuéi cay bé mit).

— Sit dung dudc co chat phiic tap va tiéu thu tét phenylacetat.

— Khong tao sic t& gay khé khiin cho viéc tinh ché.

— Cé6 hé sgi sinh trudng ran chic nén dé tach soi nAm khdi méi trudng.

Khé khan la viée chon loc dudce cac chung di hgp ttt bén viing.

Céc quy trinh chon loc ching nay tré thanh dac trung cd ban cong nghé sinh
hoc céng nghiép. Cac chung san xuat dude bdo quan & dang ngh bing bat et ky
thuat bio quan nudi cdy chuan nao. Huyén phi bao tit ¢6 thé dude trén véi gia
thé tré nhu dat, cat hay irong ké vé trimg, chia ra va sidy hoac dudc trén trong
mdi trusng thich hdp va déng khé hoac bao quan trong binh nuéi cdy long. Tat
ca cac hoat déng phong thi nghiém dude tién hanh trong buéng théi khi vo trung
dat trong phong ¢é duy tri khi loc ap suat hai duong so véi mai truong bén ngoai.
Ngudi thue hién mac 4o choang va lam viée vo triung. Lén men khang sinh la
qua trinh nuéi cAy vé triing bat bude, khéng duge dé nhiém sinh vat la.
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Nhanh bén acyl 6-Aminopenicillanic acid

Hinh 3.1. Cau tric cla penicillin G ~ penicillin ty nhién
2.2. Nhan giong

Muc dich cua nhan gidng nhidm thu ludng gidng tinh khiét ¢an thiét ¢ pha
tang trudng luy thira (logarit) cho giai doan 1én men. Hinh 3.2 13 minh hoa dién
hinh cho nhan giéng. Thaoi gian cho méi giai doan nhan gidng dude tinh bang
ngiy. Gidng cay cho gial doan san xuat thudng 1a 1 — 10% tdng thé tich 1én men.
Néu 1én men dude cay giéng khong du, cé thé sé kéo dai thoi gian tiém an trudc
khi bit dau tang trudng va nhu vay sé lam kéo dai giai doan 1én men. Diéu nay
vita khong kinh té& vira c6 thé lam tang trudng thoai héa anh hudng hiéu suat,
chat luong va do dé cing ting gia.

Mabi trudng nhin gidng duge thiét ké dé cung cip cho vi sinh vat tit ca cac
chatl dinh dudng can thiét. Cung cédp oxy thich hgp & dang khi vé triing va kiém
soat nhiét dd 8 mic mong muén. Tiéu chuin chinh dé chuyén qua giai doan ké
tiép trong tién trinh la gidng khéng nhiédm va tang trudng dén mat dé té bao di
xac dinh trude. Thudng thi soi nAm moc phin nhanh va theo thoi gian dich nuéi
cdy sanh gidng nhu xup.

Bao tir Giai doan nuéi trong phong thi Giai doan nudi trong moi

ngu nghiém trén moi truong ran trudmg long trong binh lic >
C giai doan _ giai doan giai doan
nhin giong — nhin gibng —>  sin xnat
0,5-1,0 m 10-20 m’ 125-250 m*
— ~

Giai doan nhin gidng trong thiét bj
Hinh 3.2. Cac giai doan chuin bj gidng cho lén men benzylpenicillin
2.3. Lén men

Thiét bi 1én men thudng 1am biang thép khéng gi, hinh tru, ding, kin, ¢6 dung
tich 25-250 m*. Chiéu cao ctia né thuang gap ba lan dudng kinh.



Cung cAp oxy

Lén men penicillin can oxy dude cung cip dang khéng khi loc vd trung ti
may nén khi, téc d6 0,5 — 1,2 (thé tich/phut). Hé théng canh khudy va cac g can
trong ndi 18n men sé thiic day sy thong khi.

Kiém soat nhiét dé

Qui trinh san xuit benzylpenicillin rat nhay cam vdéi nhiét dé. Nhiét do
chuyén héa duge sinh ra nhiéu trong qua trinh Ién men nén nhiét dé phai dude
gidam duy tri 3 26+1°C bang hé thong lam lanh. Nhiét nay duge chuyén bing
nude lanh Juu théng qua cac day éng trong ndi hoic qua cac 6ng xoidn quanh bén
ngoai 6 vé ndi. Hé théng nude lanh nay ciing dude dung dé Iam ngudi méi truong
tiét triing trong noi trude khi cAy gidng vao.

Thiét bi va tic nhan khi bot

Nuéi cay vi sinh vat cé thé tao bot khi ching duge khuiy va ithéng khi
manh. Néu khéng kiém soat bot tao ra nay, dich nudi ciy cé thé bi mat qua
duong khi thai. Vi vay néi 1én men thudng cé6 hé thong tu dong dé phat hién bot
ngay khi ching méi chém, cung cAp ap suit ngude tam thoi dé méi trudng trong
nd1 khéng bi trao va thém tac nhan khi bot vé tring.

Cac cam bién ciing dude lap vao hé théng 1én men dé hién lién tuc cac bién
s& quan trong nhu nhiét d6 va pH, cong sudt dung cia motor dién, dong khi, oxy
hoa tan va khi thai.

B6 sung mdi trudng

Khéng phai tat ca cac chat dinh dudng can trong qua trinh 1én men dude cho
vao ngay tit méi trudng nudi cdy ban didu. M6t & thit duge tiét trang riéng va bd
sung vao trong khi lén men, thudng 1A qua hé théng tu ddng c6 chuadng trinh lién
tuc diéu chinh trudc hoidc bé sung vé triing riéng ré.

Hé théng chuyén va 1y miu

C6 cac hé théng vb tring dé chuyén gidng vao ndi, dé 14y miu thusng quy
trong qua trinh lén men, dé thu hoach sém, v.v... Su vé trung duge ddm bao
bang thiét k& ky thuat va bing dung hoi nudc dén tat ca cac phan ctia ndi va hé
théng éng lién quan. Viée 14y méu rat can thiét dé theo d5i sé lugng ting
trudng, déng hoc cac chat dinh dudng chinh va néng d6 penicillin. Ngoai ra,
kiém tra nudi ciy cé bi nhiém vi sinh vat khéng mong muén hay khéng ciing
rdt quan trong.

2.4. Kiém soat 1én men

Sinh t_6“ng hop benzylpenicillin bi giam nhiéu néu lugng oxy sin cé thap hon
ngudng mic du vi khudn van tiép tuc tang trudng. Vi thé, néu tée db ting trudng
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trong qua trinh 1én men dude giit nhu 8 gial doan nhan gidng, dich nudi ciy sé
trd nén rat dam dic va sit thong khi s& khong du dé duy tri san xuét penicillin
niia. Nhu vay, cac diéu kién diéu chinh cho sy tang trudng nhanh chi d&n kh
dan sd té€ bao dat dudc mat dé téi da ma ndi 1én men cé thé cung ung.

Moi truong 1én men

Mai trusng ban ddu cho vao ndi 1én men la phitc hop thiét k& chi dé€ cung cap
s6 luogng mong mudn cho tang trudng lic dau. Nguédn nitd chn yéu la cao ngd
(corn steep liquor, CSL) la san phiam phu cla céng nghé tinh bdt ngs. Nguyén
liéu nay khong chi dic biét quan trong cho 1én men penicillin ma con cé gia tri
trong nhidu mél trudgng nudi ndm san xuat khang sinh, Cao ngd ciing chua
nhiéu hop chat carbon, nhu cac acid va dudng, cac ion vd cd va cAc yéu td tang
truong. Tuy nhién, gidng nhu mdt s6 chat dinh dudng khac, cao ngd 1a phiie hop
dinh dudng, khéng duge dinh ré v& mat héa hoc, ¢6 ngudn gbe tir cic san phim
tu nhién va bién d6i nhiéu gilta cac 16 mé san xudt. DAy 12 mot trong nhitng )y
do 1am cho cic mé 1én men khéng bao gic hoan toan giéng hét nhau.

Mdi truong chita cic ngudn nits phu trg va cac chit dinh dudng thiét yéu
nhu calei (b6 sung & dang calci carbonat trung hoa tinh acid ty nhién cta cao
ngd), magié, sulphat, phosphat, kali va kim loal vi lugng. Méi trudng duge tiét
trung bang hoi nude & 120°C trong nbi 1én men hoic néi riéng.

Chat dinh dudng

Moi truong tiét trung dude khuiy, théng khi, chinh pH va nhiét d6 dung gia
tri trén man hinh kiém soat qua trinh. Sau dé cdy gidng va bat dau pha tang
trudng. Ngudn carbon ban diu duge cung cap du luong dé duy tri su ting trudng
trong giai doan ddu nhung khéng di dé cung cip nang luong cho su san xuit
penicillin va duy tri sinh khai can thiét trong cac giai doan con lai ctia 'én men.
Nguén carbon cho cac giai doan sau nay dude cung cip lién tuc sao cho muc tang
trudng nim trong giéi han cho phép. Ngudn carbon ¢é thé 1a saccharose hoic
glucose, va dé giam chi phi ¢6 thé dung loai khéng tinh khiét nhu mat dudng
hoae dich thiy phén tinh bst. Vi nong dé duong con du trong méi truong qua
thap khoéng thé do dudgc, nén téc d6 cung cip dude xic dinh dua theo kinh
nghidm va diéu chinh lai theo cac thong s6 hé thang. Mot cach khac dé ¢6 duge
g181 han carbon nhung tranh duge cic phién phic do phai theo ddi chit ché téc
ddé cung cip carbon la cung cAp tdt ca carbohydrat ngay tu diau dudi dang
lactose. Su thiiy phan lactose thanh hexose ¢6 téc dd han ché sé dam bao sy cung
cap lugng carbohydrate c6 thé dong héa mét cach tit tir va én dinh.

Calci, magié, phosphat, va cic kim loai vi lugng duge bé sung lic dau thudng
du cho sudt qua trinh lén men, nhung vi sinh vat cin cung cap thém nits va luu
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huynh dé cin bang dinh dudng carbon. Nitg thudng dudc b sung & dang khi
amoniac. Viéc cung cAp carbon va nits khéng chi dap ing cho nhu cau cta vi
sinh vat vé cAc nguyén t§ ndy dung theo ty 1& phan ti gam, ma chiing ¢on nhim
duy tri du trit ion amoni thich hdp va gép phan kiém soat pH, sy chuyén héa
carbon 1adm acid héa va dudc can bing bdi tinh kiém ctia amoniac. Sulphate
thuong dude cung cAp cung vdi duong. Tt ca cac dinh dudng dudc tiét trung
trude khi dong vao ndi 1én men. Su nhiém cac vi khuan dé khang véi khang sinh
vao néi 1én men hiém khi xay ra, nhung thiét hai do st nhiém nay rit nghiém
trong nén viéc ngan chan hét sitc can thiét. Vi khuin nhiém tang trudng nhanh,
san xuit B-lactamase, tiéu thu dinh dudng, 1am mit ki€m soat pH va anh hudng
qua trinh chiét xuit sau dé. Pha ting trudng nhanh chéng chuyén sang pha san
xuit khang sinh. pH va nhiét d4 téi vu cho sy ting trudng khéng phai 13 t6i uu
cho su san xuat khang sinh va cé thé c¢6 cac thay dé6i trong kiém soat cac théng
$6 nay. Khi bit ddu pha san xuit khing sinh, acid phenylacetic (PAA) duge bd
sung lién tuc.

Kich thich bang PAA

PAA cung cAp nhanh bén cho benzylpenicillin; khdng ¢6 PAA, cac vi sinh vat
tong hop chi mét lugng nhd penicillin nay. Trong cao ngd cb cac hdp chat
phenylacetyl (cé tit phenylalanine trong hat duge bién déi bsi hé vi sinh vat
trong tu nhién), nén cao ngd la ngudn phuc hgp nitd ré va tdt nhat dude dung
trong nhiing thi nghiém ban diu va dan dén st dung PAA. PAA khéong chi kich
thich sinh téng hgp benzylpenicillin ma né con 1tc ché su tao thanh cac penicillin
khéng mong muén khac. Tuy nhién, nong d5 cao PAA sé& déc véi ndm va vi thé
khéng thé thém né mdt cach bira bai, mat khac PAA dit tién. Viéc cung cap PAA
dude kiém soat sao cho luén duy tri duge lugng PAA thich hop ma khéng téi gidi
han d6c. Gidm lugng PAA cho vao ngay trude khi két thiic 1én men dé lugng tién
chit chua su dung trong dich nudi ciy cuéi khéng qua thua.

Acid a-aminoadipic + Cystein + Valin

}

tripeptid

|

isopenicillin N
PAA > —)lAcid o-aminoadipic

Benzylpenicillin
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Sinh téng hdp benzylpenicillin di tit ba acid amin: acid a—aminoadipic,
cystein va valin, va PAA. Céc acid amin tu lai thanh tripeptid, déng vong tao
cdu trdc vong caa penicillin véi nhanh bén ac—aminoadipyl, isopenicillin N. Sau
d6 thém nhanh bén nhém phenylacetyl tit PAA cho ra benzylpenicillin.

Gan day ly thuyét va cong nghé di truyén da phat trién dé cé duge ching hoat
tinh cac. Trong nhing nim 1980 &a c6 tién bd vugt byc vé phan lap va thao
tac cac gen sinh téng hop theo con dudng niy va cic con dudng lién quan thanh cac
cephalosporin (qua nidm méc san xuét cephalosporin C 1a Acremonium chrysogenum)
va cac cephamycin (qua xa khuan san xudt cephamycin C 13 Streptomyces
clavuligerus). Ngay nay cac nha san xuit khang sinh ¢6 thé ap dung ky thuat tai
t6 hop ADN cho cac chiing nAim méc cong nghiép dé san xuit p-lactam va cé
nhiing trién vong thi vi vé viée tao cac thay déi di truyén lam tang dang ké sén
phdm. Con cAn cai tién nhiéu khia canh vi cic chiing céng nghiép hién hanh va
qua trinh 1én men chi maéi chuyén < 10% téng carbon thanh penicillin.

Két thuc

Quyét dinh ngung 1én men rat phic tap va phai cin cli vao mot s6 yéu té.
Thudng thi nha san xuit sé thu hoach ngay sau khi c¢é dau hiéu diu tién cia sy
giam hiéu qua chuyén d8i nguyén liéu thé dit tién nhat (ngudn carbon, tic la
glucose) thanh penicillin.

2.5. Chiét xuat
Thu té bao

Khi thu hoach, benzylpenicillin hoa tan ngoai bdo, cing véi nhiéu chuyén
héa khic va cac thanh phin cia méi trudng. Bude ddu tién cia qui trinh sau 1én
men 13 loai bd t& bao bing cach loc hojc ly tam. Giai doan nay duge tién hanh
sao cho tranh nhim cac vi sinh vat dé khang sinh bang cach tiét p-lactamase vi
c6 thé 1am mAat nhidu hoéc mat toian bd san pham.

Tach benzylpenicillin

Giai doan ti€p theo 1a tAch benzylpenicillin. Qua trinh nay thudng ding
dung mdi mic du ciing c6 ciac phudng phap khac nhu sic ky trao d6i ion va két
tha. O pH 2-2,5 cia dung dich nutde, penicillin cé hé s8 tach cao trong cac dung
mdi hitu co nhu amyl acetate, butyl acetate va methyl isobutyl ketone. Viéc chiét
phai dude tién hanh nhanh vi benzylpenicillin rat khéng &n dinh 8 cac gia tri pH
thap nay. Sau dé penicillin duge chiét lai vao dung dich dém & pH 7,5, ldc nay
penicillin ¢6 hé s6 tach manh trong pha nude. Thu héi dung méi bing chung cét
dé tai st dung.

Xu ly chat chiét thd

Benzylpenicillin dude san xuit dudi cac dang mudl khac nhau tuy theo du
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dinh st dung 14 lam nguyén liéu dau vao cho cic nha san xuit ban téng hop cac
khang sinh B—lactam hoic cho sit dung 14m sang.

Viée x1t 1y chat chiét penicillin tho thay déi theo muc tiéu nhung gém cé viéc
tao muoéi thich hdp, sau dé xu ly loai bd cac chi nhiét t& (pyrogen) va tiét trung.
Pé tiét tring thusng dung cach loc nhung mudi kim loai tinh khiét cia penicillin
c6 thé tiét trang bang nhiét kha.

Dé dung dudng tiém, khang sinh dude déng géi trong lo vd trung ¢ dang bét
hoac huyén dich. Dé ding dudng udng, c6 thé bao ché dang vién bao phim hay
bat ¢ dang chuin nio khac. Lay miu ngiu nhién vdi s6 lugng thich hop thanh
pham dé dam bao kiém tra chat lugng chat ché dam bao dat cac yéu cAu vé hoat
lue, tinh khiét, khéng ¢6 chi nhiét t& va v6 tring.

T4t ca cac giai doan san xuit khang sinh tit 1én men dén thanh pham duge
tuan theo thue hanh san xudt thudce tét (GMP) trong d6 coé ca kiém soat chat
lugng. GMP doi hdi “m6t hé thong toan dién tit khau thiét k€&, 1ap hoé sd, thuc thi
va kiém tra dén nha xudng, nhéan sy, thiét bi va céc tai nguyén khac nhim dam
bao san pham sé dat chat lugng diing véi du dinh ding”.

3. SAN XUAT PENICILLIN V

Cac penicillin khae nhau duge sinh téng hop bing cach bd sung cac chit cho
acyl khac nhau. Vi du cho tién chat acid phenoxyacetic thay vi PAA, penicillin V
dudce san xuét bdi quy trinh tudng ty nhu benzylpenicillin. Trong con duong sinh
tong hgp, nhanh bén o—aminoadipyl ctia isopenicillin N duge thay b6 nhém
phenoxyacetyl (Bang 3.1).

Vi sinh vat dung cing la P. chrysogenum. Nha san xuit cé thé dung cung
mot chung dot bién dé san xuit ca hai san phiAm hodc cé thé dung cac thé
dét bién khac nhau cho hai loai penicillin. Tinh huéng nay tudng tu vdi cac
chiing Streptomyces aureofaciens dung lén men san xuit ca chlortetracyclin va
demethylchlortetracyclin.

Gidng nhu benzylpenicillin, penicillin V van dude diung réng rai va cung ¢b
thé dung lam nguyén liéu dAu dé ban téng hgp cic penicillin khéng thé san xuat
truc tiép bang con dudng 1én men.

4. SAN XUAT CEPHALOSPORIN C

Penicillin V hoiace benzylpenicillin ¢é thé dudc chuyén thinh cephalosporin
bing cich md rong vong héa hoc. Vi du cé thé san xuit cephalosporin thé&
hé mét nhu cephalexin theo cach nay. Tuy nhién, hiu hét cac cephalosporin
duge ding trong lam sang la sin phiam ban tong hdp tif san pham 1én men
cephalosporin C.
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Ching géc (thoi d6 dudce goi 1a Cephalosporium acremonium) duge phan lap
tai b3 bién Sardinian vao nam 1945 khi quan sat thay la nudc céng dia phucong
ra bién kha sach. Vi hoat tinh lién quan dén nhiéu hdp chit khac nhau nén
nghién cdu tién trién cham. Cephalosporin C duge tach diu tién vao nim 1952
nhung phai mat mét thap ky cic cephalosporin ban téng hgp méi dude diing
trong |Am sang.

Con duong sinh tdng hop cephalosporin C giéng véi cac penicillin cing nhu
isopenicillin N. Giong véi nhidu 1én men khang sinh khac, khéng cin dinh dudng
tién chit cho cephalosporin C. Trong cic chiat chuyén héa ctia vi sinh vat ¢6 du
¢d chiat nhém acetyl cho phan ting acetyltransferase cuéi. Chiét san pham khoi
dich nubi cdy biang cach hip phu vao carbon hoic resin, it dung dung méi. Diéu
nay minh hoa mét diém chung quan trong la cac qua trinh sdn xudt khang sinh
khac nhau nhiéu & giai doan héi phuc san phdm chi khéng phai giai doan 1én
men. Hinh 3.4 minh hoa 13 trinh san xuat dién hinh tit nhan gidéhg dén ra thanh
pham khang sinh.

~00C—CH—(CH,);—C—N

| . I i
NH; 0O ! .
o~ Z ™ CHy— O0—C—CHjy

Hinh 3.3. Cau tric cephalosporin C

Bang 3.1. Cau trac cua mot s penicillin tu nhién, cac penicillin sinh téng hgp
quan trong nhat va penicillin ban tong hop

Peniciltin thién nhién

Sén pham Mach nhanh N-Acy!

~ Benzylpenicillin (Penicillin G) @'CHQ“CO'
2—-pentenylpenicillin (Penicillin F) CH3;—CH,—CH=CH—CH;—CO—
n—Amylpenicillin (Penicillin — Dihydro F) CH;—(CH>),—CO—
n—Heptylpenicillin (penicillin K) CH3—(CH,)g—CO—
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p—Hydroxybenzylpenicillin (penicillin X) HOQCH;“C&

Peniciltin sinh téng hop

San phdm mong mudn Tién chéat

Benzylpenicillin: khéng bén véi acid. nhay véi p-

CH,—COOH
lactamase, hoat tinh thap trén VK Gram (-)

Phenyl acetic acid

Phenoxymethylpenicillin (Penicillin V): én dinh véi

_ O—CH,—COOH
acid, cac dc tinh khac gidng penicillin

Phenoxyl acetic acid
Allylmercaptomethylpenicillin  (Penicillin  O); gidm H,C=CH-—-CH,—S—CH,—COOH
cac dac tinh gy di img Allyl mercapto acetic acid
Penicillin ban téng hop

San ph&m mong muén Mach nhanh N-Acy!
Propicillin: 8n dinh vdi acid, nhay véi p-lactamase (|:H_CO
CH, CH,

CO-
Oxacillin: 8n dinh vdi acid, khang p—lactamase
N_ CH;3
0]
Ampicillin: ph8 khang khuin réng (dac biét khang
VK Gram (), 8n dinh véi acid, nhay v3i f-lactamase CITH— CO-
D(-
NH, )
Carbenicillin: phd khang khu&n réng (d4c biét khang
pseudomonas aeruginosa, n dinh véi acid nhung CH—CO~
udng khéng céng hiéu, nhay véi B-lactamase COOH
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5. SAN XUAT ERYTHROMYCIN

M6t vi du dién hinh khic minh hoa san xuit khang sinh bang 1én men vi
sinh vat 1a quy trinh san xuit khang sinh macrolid erythromycin bang xa khuan
Saccharopolyspora erythraea (tén trude day la Streptomyces erythreus).

Xa khuan (Actinomycetes) va dac biét 1a cde thanh vién cua chi Streptomyces
c6 6 KhAp noi trong tu nhidn va 12 ngudn phong phu cho cac chuyén héa thit cap
¢6 hoat tinh sinh hoc. Bang 3.2 liét ké 62 chit chuyén héa thi cap hiu dung cia
hon 9.000 phin tit ¢6 hoat tinh sinh hoc phdn lap ti xa khudn cho dén nay
(2004), chiém hai phan ba cac khaAng sinh da biét 1am tir vi sinh vat va khoang
60% cac chuyén hoa thi cdp c6 hoat tinh sinh hoc ngoai khang sinh. Gin 80%
cac phan td nay dudc lam ti Streptomyces.

S. erythraea dude moé ta lan dau vao nam 1919 bdi Waksman. Nam 1952,
hoat tinh khang sinh ctia chung S. erythraea NRRL2338 cé ngubn géc tir ching
phan lap dau tién dugc céng bs. Chiang NRRI 2338 san xuit khoang 0,25-1 g
ervthromycin trong 1 lit tuy diéu kién nuéi cay. 50 ndm sau, hiéu suit nay tang
1én hon gap 10 lan, khoang 10-13 g/L canh nudi. Su sinh tdng hgp crythromyein
duge ma héa bdi cac gen ery nAm trén doan ADN dai khoang 60 kb, tém tat
trong hinh 8.4. Su 1én men san xuat hdn hdp erythromycin A, B, C, va D, trong
dé6 chi c6 erythromyein A 1a chat duge mong muén (hinh 3.5). Cac hgp chat kia 1a
san pham hydroxyl héa mdt phin hoic cac chit methyl héa trung gian. Mbt
chiing san xuat tét phai cho ra lugng erythromycin A cao, it nhat 1a 8-10 g/L,
chiia trén 90% ham lugng 1a erythromycin A, Mét s6 hing san xual 16n 1a Lilly
(1952), Abbott (nhiing nam 1970). San lugng erythromycin hang nam la 4.000
tan. Mic di mét it erythromycin van duge ding (1.000 tin), phan 1é6n né dudc
chuyén d6i héa hoc thanh azithromyein (1.500 tan), clarithromycin (1.500 tdn),
va roxithromyein (400 tan).

Bang 3.2. Danh sach cac khang sinh tir xa khuan cé ich

Khéang sinh Xa khuan Phan loai héa hoc Pich Ung dung
Actinomycin D Streptormyces spp.  Peptid Phién ma Khang ung thir
Antimycin A Streptomyces spp.  Macrolid Hé thong Telocidal

cytochrom
Avermectin S. avermitilis Macrolid (PK) Cac kénh ion  Khang ky sinh
chlorid trang
Bambermycin S. bambergiensis Cac amino— Peptidoglycan Thl;]c day tang
glycosid thay thé trudng

(phirc hop cla hon
bén moenomycin)

Bialaphos S. hygroscopicus Peptid Glutamin Diét co
synthetase
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Khang sinh Xa khuan Phan loai héa hoc Ung dung
Bleomyecin S. verticillus Glycopeptid Pt sgi ADN Khang ung thu
Candicidin S. griseus Polyen macrolid Mang (thé tao Khang nam

(PK)
Cephamycin C  Nocardia B-Lactam Peptidoglycan Khang khuan
lactamdurans (va
cac ching khac)
Chloramphenicol S. venezuelae N-Dichloracyl Khang khuan
phenylpropanocid

Chlorotetracyline
Acid Clavulanic

Cycloserin
Daptomycin

Daynorubicin
(daunomycin)

Desferrioxamin

Doxorubicin
{adiamycin)

Erythromycin

FK506
(tacrolimus)

Fortimicin

Fosfomycin
Gentamycin
Hygromycin B

Kanamycin
Lasalocid

Lincomycin
Mitbemycin

Mithramycin
Mitomycin C

Monensin

S. aureofaciens
S. clavuligerus

S. orchidaceus
S roseosporus
S. peucetius

S. pilosus

S. pe_ucetius var.
caesius

S. erythraea
S. hygroscopicus

Micromonospora
olivoasterospora

Steptomyces spp.

Micromonospora spp.

S. hygroscopicus

S. kanamyceticus
S. lasaliensis

%

. lincolnensis

%]

. hygroscopicus

. argillaceus

. caespitosus,
. verticillatus

h Lo

. cinnamonensis

Tetracyclin (PK)

[B—lactam

Cyclic peptid thay
thé

Lipopeptid
Anthracyclin (PK)
Peptid
Anthracyclin (PK)

Macrolid (PK)
Macrolid (PK)

Aminoglycosid

Acid Phosphoric
Aminoglycosid

Aminoglycosid thay

thé
Aminoglycosid
Polyether (PK)

Pudng amide
Macrolide (PK)

Acid Aureolic
Benzogquinone

Polyether (PK)

Lactamase

Peptidoglycan

Lipoteichoic?
Xen vao ADN

Xen vao ADN

G3n vao FK

Peptidoglycan

Céac kénh ion

Alkyl hda ADN
Lién k&t chéo

Khang khuan
Phoi hap véi
p—-lactam

khang khuan

Khang khuan
Khang khuan
Khang ung thu

Tay sat khi du
thisa sat

Khang ung thu

Khang khuan
Uc ché mién
dich

Khang khuin

Khang khuédn
Khang khuan
Khang giun san

Khang khuan
Khang cau
trung; thuc day
tang trudng
Khang khuan

Khang ky sinh
frung

Khang ung thu
Khang ung thu

Khang cau
tring; thuc ddy
tang trudng




Khéng sinh Xa khugn Phan loai héa hoc Pich Ung dung
Natamycin S. nataensis Tetraen polyen Mang (thé tao Khang ndm
(PK) pore)
Neomycin S. fradiae Aminoglycosid R Khang khudn
Nikkomycin S. tendae Nucleosid Sinh tdng hop  Khang nam;
chitin insecticidal
Nocardicin Nocardia uniformis B[ actam Peptidoglycan Khéng khuan
Nosiheptide S. actuosus Thiopeptid R Thuc day ting
trudng
Novobiocin S. niveus Coumerin glycosid  ADN gyrase Khang khuan
(GyrB—
subunit)
Nystatin S. noursei Polyen macrolid Mang (thé tao Khang nim

Oleandromycin
Oxytetracycline
Paromomycin

Phleomycin
Polyoxins

Pristinamycin

Puromycin
Rapamycin

Rifamycin

Ristocetin
Salinomycin

Spectinomycin
Spinosyns

Spiramycin
Streptogramins
Streptomycin
Streptothricin

S. antibioticus
S. rimosus

S. rimosus forma
paromomycinus

S. verticillus

S. cacaoi var.
asoensis

S. pristinasspiralis

S. alboniger
S. hygroscopicus

Amycolatopsis
mediterranei

Nocardia Ilruida
S. albus

(%]

. spebtabilis
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. Spinosa

. ambofaciens
. graminofaciens
. griseus

non nuon

. lavendulae

(PK)

Macrolid (PK)
Tetracyclin (PK)
Aminoglycosid

Glycopeptid
Nucleosid—-peptid

Peptidic
macrolacton +
polyunsatturated
macrolactone (PK)

Purin nucleosid
Macrolid (PK)

Ansamycin (PK)

Glycopeptid
Polyether (PK)

Aminocyc_litol

Tetracyclic
mocrolid (PK)

Macrolid (PK)
Macrocyclic lacton
Aminoglycosid
N-Glycosid

pore)
R
R
R

Gay sai ADN
Sinh téng hop
chitin

R

R

Gan FK
protein

ARN
polymerase
Peptidoglycan

Mang (thé
mang ion)

Khang khuan
Khang khuan
Khang amib

Khang ung thu

Khang ndm
(bao vé thuc
vat)

Khang khudn

Nghién clu
(c ch& mién
dich

Khang khuin

Khang khuan

Khang cau
trong; thac ddy
tang trudng

Khang khu&n
Diét cén trung

Khang khuin
Khang khuan
Khang khuan

Thoc day ting
trusng; bao vé
thue vat
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Khéng sinh Xa khuén Phan loai héa hoc Pich Ung dung
Teichoplanin Actinoplanes Glycoprotein Peptidoglycan Khang khudn
teichomyceticus
Tetracycline S. aureofaciens Tetracyclin (PK) R Khang khudn
Thienamycin S. cattleya B-Lactam Peptidoglycan Khang khuan
Thiostrepton S. azureus Thiopeptid R Thic ady tang
trudng
Tobramycin S. tenebrarius Aminoglycoside R Khang khuan
Tylosin S. fradiae Macrolide (PK) R Thuc 33y tang
trudng
Validamycin S. hygroscopicus Aminoglycosid R Béo vé thuc vat
Vancomycin Amycolatopsis Glycopeptid Peptidoglycan Khang khuin
orientalis
Virginamycin S. virginiae Macrocyclic lacton R Thiac ddy tang
(PK) + trudng
macrocyclic

peptidolacton

a PK = polyketad.

b R = gén vio ribosom nén e ché tdng hop protein.

Ba gen eryAl-ilf m4 héa cho cac protein da vung DEBS1-3

}

6-deoxyerythromolid B

l eryfF, hydroxylase

erythronolide B

1 eryB, lacus cho tdng hop L-mycarose va transferase

3-mycarosylerythronolide B

‘ eryC, locus cho tdng hgp D-desosamine va transferase
Erythromycin D
1

eryK, erythromycin
ols hydfoxylasel

l eryG, o-methyltransferase

Erythromycin C Erythromycin B

eryK, erythromycin
DIB hydroxylase

eryG,
o-methyltransferase

'

Erythromycin A

Hinh 3.5. Sy sinh tdng hgp erythromycin
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Erythromycin =~ R R'

A OH CH,
B H CHy
c OH H
CH
3
/
_____ 3 H N
o \CHa
OH
1
OR 0 CH,
OH H
3
H
CHq

Hinh 3.6. Cac erythromycin
Erythromycin la hdn hop cac khang sinh macrolid chifa phan 16n & erythromycin A

5.1. Chon gidng, gitf giong va 1én men

Do cac chung nang suit cao dé bi bién déi di truyén nén cin thiét phai lién
tuc phan lap lai cac chiing nang sudt cao c6 it san phdm phu erythromycin B
va C.
Chon chung S. erythraea ning suit cao

Chung thuong 6 6ng thach nghiéng, déng kho ho#dc huyén phu bao ti dudge
chuyén vao méi trudng long (V1), nudi 48 gid réi pha lodng va trai trén hop chita
mai trudng thach tao bao tit (M1 hoic CMAE-1). U 10-14 ngay & 34°C va d6 4m
khoang 60%, khuin lac moc gidng sao, dudng kinh 3 mm, mau xam héng va sac
td bao tif mau nau nhat (hinh 3.7), mat dudi khudn lac ¢6 mau nau dam. Chon
cac khuan lac ¢6 hinh thai khac nhau va cdy 1én thach nghiéng.

Hinh 3.7. Hinh thai khuan lac S. erythraea. A— tir mit day, B— tir mat trén

Giw giong S. erythraea

M&bi khuén lac riéng ré dude cdy vao hai dén ba 6ng thach nghiéng méi truong
M1. U 10-14 ngay & 34°C dén khi tao bao ti. Cac 6ng giong nay cé thé gii ¢ 4°C
mot thang.

Tao huyén phu bao ti bang cach thém 5 ml nuéc vé trung vao 6ng thach
nghiéng va cao nhe bé mat bing pipet vo trung. Thém 20% glycerol vao va phan
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nhé 1,5 ml., bdo quan 8 —80°C. Chuing trong glycerol ¢6 thé ding trong mdt nim
khéng bi bién d6i di truyén hoac san xuat erythromyecin.

Kiém tra kha nang san xuit erythromycin cua giéng bing cach nuéi 1 mL
huyén phu bao ti méi pha hoiac 1,5 mL huyén phu bio tit déng lanh trong 30 mL
méi trudng V1. U 40 gid & 34°C trén may lic, 14y 3 ml ¢4y vao 27 mL mbi trudng
F1. roi nudi trong 9 ngay, mbi ngay bd sung dau dau nanh (0,2 ml, ngay 0-6) va
n-propanol (0,1 mL, ngay 0-5; 0,15 mL, ngay 6-9). CiAn binh hang ngay va thém
nude vo trimg dé bu lugng béc hoi. Ly miu, loc va dinh ludng erythromycin. Chon
cac chiing t6t nhat dé déng kha.

Lén men S. erythraea

Nuéi cdy thuc hién qua ba giai doan.

1. Giai doan 1 nudi gidng trong 35 mL méi trucng V1.

2. Sau 48 gid, cdy giéng nay vao 3,5 L méi trudng V2. Téc dd6 khuay 800
vong/phit, tée d6 thong khi 0,6 thé tich/ thé tich/phut, nhiét d6 34°C. Theo dbi
mat d6 oxy hoa tan, pH, qua trinh oxy héa khit, néng d6 khi CO, thai ra. Su ting
trudng dugc theo dai bing ly tAm do thé tich hé sgi hodc can sinh khai khé.

3. Sau khoang 40 gid, chuvén 1,5 L canh 18ng vio binh 1én men 20 L chita 10 L
méi truong F1. Diédu kién nuéi cay giai doan nay: 34°C, pH khoéng qua 7,2 bang
H,SO,, téc dé khudy 700 vong/pht, tdc dd thong khi 0,37 thé tich/ thé tich/phiit
trong 12 gid dau sau d6 taing 1én 0,83 thé tich/ thé tich/phit. Duy tri dinh dudng
n—propanol, dau dau nanh, dextrin. Theo dai truc tuyén qua trinh oxy héa kh,
nong dé khi CO, thai ra, glucose tu do, sinh héa. Hang ngay 14y 50 hodc 100 ml
dé dinh lugng erythromycin, PMV, hoiic trong lugng t& bao khd va soi kinh hién
vi kiém tra nhiém cing nhu hinh thai sgi nam.

§5.2. Tach erythromycin

Tach erythromycin géom cic bude: (1) Tach erythromycin—isothiocyanat,
(2) Tao erythromycin base va (3) Thit dé tinh khiét va hoat tinh cuia erythromyecin.

Tach erythromycin-isothiocyanat

Chinh pH 8,5 véi.NaOH 20%, loai bé sinh khéi bang ly tAm 3000g trong 30
phut 3 4°C. Dich néi dugc loc trong bing loc thuy tinh, chinh pH 9,5 + 0.1. Thém
1.5% methylisobutylketone va khudy hén hgp trong 10 phut 8 4°C. Ly tim
(2000g trong 5 phut) thu pha hdu cd va dinh lugng erythromycin bang HPLC.
Dun pha hitu co dén 30°C, thém 0.63 L dung dich Na isothiocyanat 33% cho méi
gam erythromycin. Chinh pH 5,8 vdi acetic acid 10%, lam nguéi hén hgp dén
10°C va 01 3 gid ¢6 khudy nhe dé két tinh erythromycin—isothiocyanat. Duy tri
pH 5,8. Loc va ria tua, sidy chin khéng ¢ 50°C. Hiéu suit theo trong lugng cua
quy trinh nay 1 khoang 83%.
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Tao erythromyecin base

Erythromycin—isothiocyanat uét sau khi loc duge chuyén thanh erythromyein
base thé bang cach hoa trong dichloromethan, khudy nhe & 33°C, thém dung
dich NaOH 15% dén pH 9,5 — 10,0. Thém chét trg loc (Perlite) va than hoat va
loc. Ria biang lugng nhé dichloromethan. Chiét pha hitu c¢d (dich loc) véi nudc
khi? ion d 33°C va khuady nhe. Sau d6 két tinh erythromycin 4 nhiét 44 thap (5°C).
Ly tdm hoac loc, rila erythromycin két ttia véi dichloromethan, va sau d6 siy
khé 4 50°C. Hoa erythromycin base thé trong nudc khi ion va dun dén 50-60°C.
Thém lauryl sulfat, ly tdm ho#c loc, va rita véi nudc khi ion (60°C) dé thu
erythromycin base tinh khiét.

5.3. Thit dé tinh khiét va hoat tinh cta erythromycin

Thit hoat tinh clia erythromycin bing phudng phap sinh hoc va thuc hién
song song vdi erythromyein chudn, gom cac bude nhu sau:

1. Ré6t 35 mL méi truong TSB vao dia Petri (12 x 12 cm).

2. Doi méi trudng déng, thém 16p thd hai gom 35 mL méi trudng TSB chia
35 uL dich nudi ciy qua dém ctia Micrococcus luteus (nuéi 18 gis 6 30°C trong LB).

3. Dinh lugng erythromycin bing nhé 10 pL phén ndi dich nuéi cay (hoic luang
thich hgp hoa tan trong methanol) 1én dia thi khang sinh dat trén dia thach. Sau
khi u & 30°C trong 48 gid, do ving tic ché M. luteus va tinh lugng erythromycin
(g/L) bing dudng cong chuin.

Thi d6 tinh khiét chia erythromycin bing HPLC, xac dinh cac erythromycin
A, B, va C trong canh cay.
Céng thizc méi truong

1. Mé1 truong thach M1: 5 g/L glucose khan, 5 g/L trypton, 0,5 g/L. betaine—HC],
5 g/L tinh bét ngd, 1 g/L cao ng6, 200 mg/uLl. MgS0,.7H,0, 2 mg/L ZnSO,.7H,0,
0.8 mg/L, CuSO,.5H,0, 0,2 mg/L, CoCl, 6H,0, 4 mg/L, FeSO,. TH,0, 80 mg/L CaCl, 6H,0,
10 g/L NaCl, 150 mg/L, KH,PO,, va 20 g/L. agar.

2. Méi truong V1: 16 g/L tinh bdt ngd, 10 g/L dextrin, 15 g/L bt ddu nanh,
2,5 g/l NaCl, 5 mL/L cao ngb, 1 g/LL (NH,),SO,, 6 mL/L ddu d4u nanh tinh khiét,
va 4 g/I, CaCO,. Chinh pH trudc hap tiét trung dén 6,5.

3. Maéi truong V2: 18 g/L tinh bdt ngd, 12 g/L dextrin, 15 g/L bdt dau nanh,
3 g/L NaCl, 6 mL/L cao ngs, 1,2 g/L. (NH,),SO,, 6 mL/L ddu dau nanh tinh khiét,
va 5 g/L CaCO,. Chinh pH sau hap tidt trung vé 6,8.

4. Méi truong TSB (Tryptic soy broth).
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TU LUQONG GIA:

1.

Penieillin

A.Dugc tim ra bgl Flemming ndm 1928.
B.Tu méc xanh P. notatum.

C.Tu nim méc P. chrysogenum.

D.La khang sinh dude tim ra dau tién.
E.A, CvaD.

2. Chung san xuit penicillin hién nay khéng c6 cac dac tinh

A.Khéng sinh sic t&

B. Sgi chic, dé loc tach,

C. S dung dudce co chat philc tap
D.Nubi cdy chim dugc

E.Hiéu suit khoang 60 mg/ml

3. Phin ¢6 thé thay déi trong ciu tric cha penicillin G dé cho cac din xuat 12

A.Voéng B—lactam
B.6—amino penicillanic acid
C.Mach nhanh acyl

D.Vong thiazolidine

E. Pentenylpenicillin

4. Cong nghé san xuit penicillin dung phuong phap

A.Nubi ciy bé mat
B. Nudi cdy chim
C.Nubi c4y hiéu khi
D.Nuéi cdy yém khi
E.A B, C

5. Nguén carbon thudng ding trong 1én men san xuat penicillin 12

A.Glucose

B.Lactose

C.Saccharose

D. Fructose

E.Tinh bot

Cao ngd dude thém vao méi trudng 1én men san xuit penicillin vi né chita
A.(B—phenyletylamin

B.Natrithiosulfat
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8.

C.Ba acid amin mdi
D.Allyl mercapto acetic acid

F.Nhiéu nguyén t& vi luong

. Chiét xua't penicillin bang

A.Cot trao déi ion

B.Hap phu vao carbon hoic resin

C.Nuéc 6 pH 2-2.5

D.Dung moéi hiu co

E.T4t ca déu dung

T61 uu héa 1én men khang sinh

A.Bing st dung cac thiét bi phuc tap

B.Khé vi khéng thé c6 hai mé gidng nhau mét cach hoan toan
C.Ap dung cac ky thuat kiém soat phan héi va dung may tinh
D.Muc tiéu 1a dan sé s8 lugng va chat ludng té bao séng
E.BvaD

9. Cac nha san xuat penicillin xu1 ly dé ¢6 ching san xu#t dic biét

10.
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A.Tia Ronghen

B.Tia tu ngoai

C.Céac chit ankyl héa

D.Ap dung ky thuat tai td hgp ADN

E.TAt ca

Khéng durig trong 1én men sinh tdng hdp penicillin

A.Can cho cao ngd vao mai truong nudi cay

B.Ma3i trudng duge tiét trung bang hdi nude 8 120°C

C.Duy tri téc d6 thong khi

D.Khi bat dau pha san xuat khang sinh, phenylacetic acid duge b sung lién tuc

E.Nhiém vi khudn la ¢6 thé lam pha ting trudng nhanh chéng chuyén sang
pha san xuit khang sinh.



Bai4
THUC PHAM CHUC NANG

1. KHAI NIEM
1.1. Khoa hoc dinh dudng

Mac dit con ngudi da néi dén “thuc pham” (food) va “ché d6 an” (diet) tif xa xua
nhung khai niém “dinh dudng” va khoa hoc dinh dudng (nutrition) chi méi dudge biét
dén tir thé ky XIX va phat trién manh trong thé ky XX. Trude day, khoa hoc dinh
dudng hau nhu chi quan tdm dén thanh phin téng quat cua thyc phdm va dua ra
cac hudng din ché& d6 an du chit, vi du chit dam, chit bot, chit béo,... dé dam bao
cd thé phat trién binh thudng, khéng bi suy dinh dudng. Pén cuéi thé ky XX va diu
thé ky XXI, ngudi ta bat dau lién hé gitia thanh phan héa hoc ctia thitc &n hodc mot
loai thitc 4n nao dé véi sic khde hay tudi tho va nhan thiy ching c6 quan hé véi
nhau, vi du viéc tiéu thu siia chua va tudi tho cia mét nhém ngudi & Bungary. T
d6 c6 su thay d6i manh mé vé quan niém dinh dudng va stc khoe.

Quan diém vé su lién quan giiia stc khée va dinh dudng da dugc nhéc dén
nhiéu trong thoi gian gAn ddy va ¢6 anh hudng sau séc dén viéc st dung thuc
pham cing nhu cong nghiép thuc phdm. M6t sé nguyén nhan cé thé ké nhu sau:

- Nhiing nhan thic méi vé sy lién quan giita dinh dudng va stc khoe.

~ Tang tan suit cac bénh lién quan dén dinh dudng, chi yéu do tiang tudi tho.

— Cac tién bo khoa hoc vé dinh dudng, sinh hoc, va mién dich hoc.

— Su gia tang chi phi cham séc y té. ‘ -

~ Su phat trién ctua céng nghé thuc pham.

1.2. Mgt s6 dinh nghia
Cung véi su phat trién cta khoa hoc dinh dudng céc khai niém nhu “thuc pham



chdc nang” (functional food) (TPCN), thuc pham ting cusng (fortified food), duge
thyc pham (nutraceutical), tinh chat thuc vat (phytochemical), dudec my pham
(cosmeceutical), chat trg sinh (probiotic), chit tién sinh (prebiotic).... da ra dai.
Tuy nhién, viéc phan biét cac khai niém nay con rat md hd va duge st dung kha
tuy tién. Mot cach tong quat, TPCN duge xem nhu cac thue phim c6 thé cé kha
ning tao ra cac lgi ich vé sinh ly hoc hay sitc khde, ngoai cac 16i ich vé mit dinh
dudng théng thusng va quan trong hdn né cé thé gitip du phong cac bénh man
tinh ¢6 lién quan dén ché dé dinh dudng. N6 chuyén trong tdm tit cac ché do
dinh dudng téng quat dén cac thanh phin dinh dudng hay mét chit cu thé. Cac
thanh phan dinh dudng méi véi lgi ich vé stc khoe bao gdm chit xa,
oligosaccharide (prebiotic); acid béo khéng no, chit chéng oxy héa, vitamin,
khodng chat, cac chit chiét tir thyc vat, va mot s8 vi sinh vat dac biét (probiotic).

Tinh chdt thye vdt (phytochemical) chi cac chit héa hoc tén tai tyu nhién
trong thuc vat duge chiét xuat thanh dang tinh khiét ¢é tic dung tét véi sic
khde. Tinh chat thuc vat c¢6 thé ngin ngita hay lam cham cac bénh thoai héa
man tinh va ting cuong sic khée. Mot nhém chat duge biét dén nhiéu trong khai
niém nay 1a cdc “phytoestrogen”, ching ¢6 thé cé tac dong nhu hormon estrogen
cha ngudi. Cac chit thudng gap khac c6 thé ké: genistein, cac carotenoid,
catechin..,

Duge thue pham (nutraceutical) chi cac chat ¢ thé duge xem 12 thue pham
hay mét phan ctia thuc phdm va ¢6é thé cung c¢ip cac 1di ich vé stc khée hay y
hoc, bao gom viée ngan ngita hay diéu tri bénh. Do dé duge thuc pham cé thé la
mdt dudng chit dude phan lap tinh khiét nhu vitamin E: chit bé sung trong ché
dé an kiéng; san pham tu cay thudc; hay thuc phdm bién déi gen. Ching ¢6 thé
duge st dung dudi hinh thic tuong ty thude, vi du vién nén, vién nang, bat va co
liéu lugng duge chi dinh.

Dugc my phdm (cosmeceutical) 1a cic my phim cé cac lgi ich gidng nhu
thude, vi du kem chéng lao héa, chéng kha da,... Dudc m§ phdm c6 thé chita hoat
chit nhu vitamin, tinh chit thuc vat, enzym, chat chéng oxy héa hay tinh diu.
Tuy nhién, cic hoat chit nay khong nhat thiét phai cé tac dung vi ngay ca khi
ching c6 tac dung thi khéng nhit thiét phai di liéu lugng hay duge phéi ché
thich hdp vi ban chit clia san phidm la my phim chd khéng phai duge pham.
Bén canh d6, cach sit dung ctia ching thudng 13 tai chd dudi dang kem, thudc
xuc hay thuée ma, khéng nhu dude pham c6 thé dung trong.

Vitafood dudc dinh nghia 13 “thyc pham hay d4 uéng cé thé lam tiang chat
lugng sdng vé thé chit hay tinh théan, ting kha nang chiu dung hay héi phuc
trong trudng hdp van déng qua miic hay bénh tat, vi du nude tang luc”. Chang
cing ¢6 thé tang cudng trang thai stc khoe cia ngudi dimng hay cé tiém nang
ngan chan céc nguy cd vé stc khae.
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Prebiotic 1a cAc thanh phan thitc #n khong chida mam séng, 1én men duge (vi
du chat xg) dude chiing minh 1a ¢6 anh hudng tich cuc dén hé vi sinh vat dudng
rudt cua ngugi dung. Anh hudng nay ¢é thé théng qua su kich thich ¢é chon loc su
tang trudng va/ hay hoat déng cuia mét hay mét sg gidi han vi sinh vat trong rudt.
Mét sb chat duge xac dinh 1a prebiotic nhu chat xo, lactulose, fructo— va galacto—
oligosaccharide (FOS va GOS), va inulin (chiét xuit rau diép). Chung phai khéng
dude thuy phin hay hap thu 6 doan dau cua dudng tiéu hoa. N6i chung cac chat
nay lam thay d6i hé vi sinh vat 3 rudt gia vé mat thanh phan theo hudng ¢ 1gi cho
site khoe va gay ra hiéu tng ¢6 1di tal chd hay toan than, trong d6 bifidobacteria va/
hay Lactobacillus 1a cac vi khuan duge nham dén.

Probiotic 1a cac vi sinh vat séng khi dugde dua vao cd thé (vi du véi thic in)
véi s6 lugng du sé tao anh hudng c6 161 dén can bing hé vi sinh vat dudng tiéu
héa va do dé ¢6 anh hudng tich cyc dén sic khoe. Cac vi sinh vat duge si dung
phd bign nhat 14 cac vi khuan lactic, nhu Lactobacillus hay bifidobacteria, ching
¢6 thé dude thém vao san pham 1én men sida, va cing gép mét phan trong viée
hinh thanh san pham lén men, hoac dude b sung dudi dang bot déng kha.

Synbiotic 12 su phdi hop probiotic va prebiotic. Hon hgp nay sé c6 Igi do vira
cung cAp vi sinh vat ¢é lgi, vita tao diéu kién dé cac vi sinh vat nay duy tri va
phat trién.

Thue phdm chite ndng 1a thyc pham duge chiing minh 12 ¢6 anh hudng
tich cuc dén mot hay nhiéu chite niang clia ¢d thé ngudi dung, ngoai gia tri dinh
dudng, dé cai thién tinh trang sitc khde hay lam giam nguy cd mic mbt bénh nao
d6. CAn phan biét thuc pham chiic niang véi cac thuc phim dudc 1am gian hay b
sung mdét thanh phin niao dé (fortified food — thuc phim tang cudng) (vi du
vitamin, khoang chit). Do vy, thuc pham chita probiotic (vi du chia vi sinh vat
sdng) dudc coi 14 thuc pham chite nang. Hon nia, thuc pham chidc nang phai ¢é
thé dudc stt dung vdi sé luong nhu 1a thuc pham théng thudng, c6 xét dén van dé
cAn bing cac thanh phan trong ché d6 dinh dudng. Cé thé néi TPCN bao ham tat
cd cac dang néi trén, nhung tuy theo ngii canh cu thé cac khai niém khac duge
sit dung nhim cu thé héa hoac khu trd vé mit ban chat hay ing dung.

2. PREBIOTIC

Quan diém cho ring cic carbohydrate chi don thuin cung cip nang lugng da
lac hau. Do tinh da dang vé héa hoc va vat 1y nén tdc dd va muc dé tiéu héa, hap
thu ctia ching cing khac nhau. Cac carbohydrate khong bi tiéu héa 4 phan trén
ctia 6ng tidu héa tao thanh cac cd chit chinh cho sy ting trudng cta vi khuén 8
rudt gia. Do vay, cung cip cac chit nay, prebiotic, s& hd trg céc probiotic khé dinh
cu hay ting trudng yéu. Trong sd cac chat co tiém ning prebiotic nhu peptide,
protein, va mot s& lipid thi cac carbohydrate khéng tiéu héa duge, bao gobm céac
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carbohydrate chita fructose, glucose, xylose va galactose, duge chii y nhiéu nhat.
Cac chat dugce coi 1a prebiotic phai thoa cac diéu kién:

1. Khéng duge thuy phan hay hap thu d doan trén cua éng tiéu héa.

2. La co chat chon loc clia mdt hay mdt s8 gi6i han vi khuin ¢é 1oi séng héi
sinh trong rudt gia, do d6 cac vi khuin nay sé dude kich thich ting trudng hay
chuyén héa.

3. C6 kha niang thay d6i thanh phan hé vi khuin rudt gia theo huéng cé 1gi.

4. Tao ra cac hidu dng cé 1gi tai chd hay toan than d8i véi ngudi st dung.

Mot vai carbohydrate khéng tidu héa duge ¢6 hiéu iing chiic nang trén duong
tidu héa c6 thé xem nhu 6 1gi cho site khoe, vi du kiém soat thai gian luu chuyén
thitc an qua rudt cai thién hap thu glucose, giam hap thu chit béo va
cholesterol, tang thé tich va kha nang git nude cia thitc an trong rudt non, didu
hoa su 18n men vi sinh vat dé lam ting sdn xudt cac acid béo chudi ngin, giam
pH va amoniac. Su phéi hgp cac hiéu Ung nay cé thé cai thién sitc khoée cia
nguoi dung do giam cac réi loan duong ruét (tdo bén va tiéu chay), bénh tim
mach, va ung thu rudt.

Cac carbohydrate duge quan tdm nhiéu nhat 14 cac oligosaccharide, trong dé
fructooligosaccharide (FOS) dude nghién ciiu nhidu nhat. Mét s8 thue phdm chita
nhiéu FOS nhu rau diép xoan, téi, hanh, ac-ti-sd, vd mang tiy. FOS va cac
oligosaccharide ciing cé thé dude tao ra nhd enzym, diéu nay cé y nghia trong san
xuit cong nghiép. Nam 1995, 12 oligosaccharide thie pham da duge san xuét thuong
mai gébm: lactulose, galactooligosaccharide, fructo—OS (OS = oligosaccharide),
isomalto—0OS, malto-OS, palatinose—OS, glucosyl sucrose, cyclodextrin, soybean—
08, lactosucrose, gentio—OS, va xylo—OS. Da s& cac chit nay cé tac déng kich
thich sy ting trudng cua bifidobacteria, chi ¢é glycosyl-sucrose, malto—OS, va
cyclodextrin 1a khéng. Cac bifidobacteria ¢6 thé cé nhitng hiéu tng cé 1gi nhu cai
thidn méi trudng rudt, e ché vi khuin giy bénh, didu hoa mién dich, tdng hgp
vitamin B, cai thién hap thu calci, ha amoniac va cholesterol mau, giam hinh
thanh khéi u.

Nhiéu nghién cttu cho thay sau khi st dung FOS ¢6 su gia tiang bifidobacteria
vai Lactobacillus, tang acid béo chudi ngin (SCFA) va giam clostridia,
fusobacteria, bacteroides va pH. Sy 1én men FOS chon loc bdi bifidobacteria
cung da dude xac nhan in vivo trén ngudi tinh nguyén khoe manh. Hon niia, khi
bifidobacteria tang trudng trén co chit nay, cic v khuan nhu bacteroides,
clostridia hay coliform cé mic ting trudng thip hay tham chi giam sé lugng.
Liéu luong FOS ¢6 hiéu qua & ngudi 1a 4 dén 15 g méi ngay. Mot sé prebiotic,
nht inulin va oligofructose da dude ghi nhan lam ting tinh sinb kha dung cua
moét s6 khoang chit can thiét nhu calei. Khi in inulin, sy hip thu calel tang c¢6 y
nghia nhung khéng Anh hudng dén su hap thu cac khoang chit khac nhu magié,
sat hay kém.
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3. PROBIOTIC

Thuat ngd probiotic von ¢6 nhiéu dinh nghia khac nhau, né dudc sit dung
lan dau tién nam 1965 dé mo ta mét chiat dude tao ra bdi mdt protozoon dé kich
thich sy tang trudng cia mét con khac. Dén nhiing nam 70 né md ta chat chiét
tir md c6 tac dung tang sinh m6. Nam 1974, Parker da st dung dé chi cac chat bé
sung thiic an déng vat: 14 cac sinh vat va chit cac tic dong tich cuc 1én dong vat
bang cach cin bang vi sinh vat rudt. Fuller (1989) di dua ra dinh nghia rit gin
véi hién nay 1a “mét bd sung wi sinh vat séng qua thiic dn cé tac dong tich cuc
lén ky chu bang cach cai thién ¢iAn bang vi sinh vat dudng rudt”. Dinh nghia nay
dude md rong dé bao ham ca cac vi khudn séng khéng ding dudng ubng va
khéng tac ddng qua hé vi sinh vat dudng rudt: “mét vi sinh vat hay hén hgp vi
sinh vat séng, dudc dung cho ngusi hay déng vat dudi dang san phim lén men
hay té& bao kha cé6 dnh hudng tich cuc dén ngusi ding bang cach cai thién tinh
chat hé vi sinh vat néi tai”. Dinh nghia nay bao gdbm ca cac probiotic dung qua
duong udng, dudng hé hap trén (dang aerosol), hay niéu sinh duc (dung tai chd).

Probiotic theo dinh nghia 132 nhiing ch& phim b6 sung ¢6 chita vi sinh vat
séng nham tang cudng sic khoe cho ngudi stt dung bing cach duy tri va cai
thién can bing hé vi khuin néi tai. Do c6 nhiing tac dong 6 1gi déi véi sitc khde
cua con ngudi nén trong hai thip nién qua da ¢é rat nhiéu sian pham sita chua
va sita 1én men dude béd sung probiotic. Nhin chung cic san phdm nay thudng chita
cac chiing vi khuédn sinh lactic nhu Lactobacillus acidophilus va Bifidobacteria ma
thudng dude biét dén nhu 1a “bifidus”. Pi ¢6 nhiing budc phat trién rit manh mé
trong linh vue thuc pham chitc nang, dac biét 1a cac thuc pham c6 chita probiotic
va prebiotic tang cudng sitc khée théng qua viée cai thién hé vi khuidn ¢6 ich tai
rudt. Da ¢6 nhing bing ching khoa hoc chiing minh ring viéc duy tri mét hé vi
khuian khée manh tai rudt sé gép phan chéng lai cac rdi loan dudng tidu héa
nhu: nhiém trang tiéu héa, cac bénh viém dudng rudt, va ké ca ung thu... Viéc
st dung cic san pham cé chita probiotic sé lam tang lugng vi khuan cé ich tai
rudt, déng thai lJam giam cac vi khuin c¢6 kha niang giy hai, ting cudng kha
niang phong vé tu nhién clia co thé. Ngay nay, da c6 rat nhiéu cic bang chiing vé
nhiing tac déng cé lgi cha probiotic trén stdc khée cua con ngudi. Tuy nhién,
nhiing nghién citu nay chi tap trung trén cac déi tugng dia mang bénh. Do dé
mot yéu cdu cap thiét duge dit ra 1a phai ¢6 nhiing nghién ciu réng hon trén
mot dan s6 16n hon d€ chitng minh tac dung hitu ich cia probiotic d6i véi nhiing
¢6 stic khoe binh thudng.

Trude diy, cac probiotic thuong duge nhic dén dudi cac dang st dung qua
dudng tidu héa, nhung gin diy da cé nhiéu ché phadm chia probiotic cé tic dong
bén ngoai dudng tidu héa nhu Am dao hoide dudng hd hap.
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3.1. Tiéu chi chon loc ching probiotic

Né6i chung cac vi sinh vat dude lua chon lam probiotic phai dap \ng duge cac
tiéu chuan vé an toan, chite nang va tinh ky thuat.

Trudc khi mét probiotic ¢6 thé mang lai nhitng loi ich trén sitc khoée con
ngudi ching phai dap ting dudce cac chi tidu sau :

1. Chung vi sinh vat phai ¢6 nhiing dic diém phu hdp véi céng nghé dé co
thé dua vao san xuét.

2. C6 kha nang séng va khéng bi bién déi chic nang khi dua vao san pham.

3. Khéng gay cac mui vi khé chiu cho san pham.

4. C6 kha ning séng s6t khi di qua duong tiéu héa (da day-ruét non) néu
dude st dung qua dudng nay.

5. Cac vi khuan sdng phai di dén duge noi tac déng cua chung.

6. Co6 kha nang thuc hién chite ning trong méi trudng ndi chiing duge dinh huéng.

Pé nghién citu tac dong cia probiotic trén dudng tiéu hoéa, ngudi ta st dung
cac ky thuat phan tir dé giup phan biét vi sinh vat dude dua vao cé thé véi hang
ngan chang vi sinh vat khac tao nén hé sinh thai vi sinh vat dang hién dién tai
duong tiéu héa. Ngoai ra, cac ky thuit niy can phai ¢é kha nang danh ga dude
tac déng cua probiotic st dung d6i véi thanh phan hé vi khuan tai rudt, cing
nhu nhing tic déng quan trong trén ky chu. Chung khéng chi chitng minh cho
nhiing tac déng cé 10i cua probiotic ma con phai ching minh 1a khéng cb tac
déng ¢6 hail nao ddi véi sic khde con ngudi. Khi da dat qua duge cac tidu chi trén
thi probiotic ¢6 thé dude dua vao san xuat d quy md pilot dé tim hiéu nhitng tac
ddng 6 101 trén sitc khoe ciia nguoi tiéu dung,

An toan

Nhitng tiéu chuiin an toan vé probiotic gidn day duge dé cip rat nhidu. Mat
van dé gay tranh cai la ¢6 nhit thiét cac probiotic phai bit budc c6 ngudn goc tir
ngudi hay khéng, tuy nhién hiu hét cac chung probiotic duge sit dung thanh
cobng hién nay déu c¢é ngudon goée tir ngudi. Ngoai ra, ciing ¢6 nhitng tranh luan
khac cho rang chite ning hoat déng cua probiotic sé tét hon trong mét moi
truong ma cé nhiing tinh chit gidng vdi méi truong ban dau ma ching dude
phan lap (ching han nhu dudng ruét ciaa ngusi). Khia canh an toan cua probiotic
bao gbm nhing di€m cu thé sau :

1. Cé dinh danh chinh xac

2. Nhitng chiing st dung cho ngudi t3t nhat 14 ¢6 ngudn goc ti ngusi.

3. Duge phan lap tir dudng tiéu héa cua ngudi khoe manh.

4. Pudc chiing minh 14 khéng ¢6 kha ning giy bénh.
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5. Khéng lién quan tdi bénh tat, vi du nhu nhiém tring ndi mac ¢ tim, hay
gAy roé1 loan tiéu hoa.

6. Khong gay khu lién hgp mubi mat.

7. Pic diém di truyén én dinh.

8. Khong mang cic gen dé khang khang sinh c¢6 thé truyén duge.
Nghién citu vé an toan ciia cdc probiotic

Tinh an toin cua cac chung probiotic 13 diéu dude quan tim hang dau, nhing
hudng dan danh gia tinh an toan clia probiotic ¢é thé tim thiy trong nhiéu tap
chi khac nhau. Cé6 mét s6 phuang thiic gitip tién hanh danh gia tinh an toan cia
probiotic: nghién citu trén cac dic tinh ndi tai cua ching probiotic; nghién ciiu
vé duge ddng hoc clia ching probiotic, nghidn citu cac méi tac déng qua lai gita

probiotic va ky chu. Nhung néi chung cac probiotic thusng thudc nhém vi sinh
vat GRAS.

Bang 4.1. Mat sd vi khuan lam probiotic va kha niang gay nhiém

Lactobacillus khéng gay bénh, ddi khi gay nhiém trung co hoi d cac b&nh nhan
suy giam mién dich

Streptococcus streptococci dung udng phan lén khang gay bénh (bao gdm Str.
thermophilus); mét s3 co6 thé gay nhiém tring cd hoi

Enterococcus mot vai chdng 12 tac nhan gay bénh co hoi vai hoat tinh huyét giai
va kha nang truyén dé knang khang sinh (VD vancamygin)

Bifidobacterium phan 18n khéng gay bénh, mét sé trudng hop gay nhiém trung &
nguaoi

Saceharomyces phan 16n khong gay bénh, mat 6 truong hop gay nhiém tring @
ngugi

Nhiing kién thitc ma chiing ta ¢6 dude vé kha ning séng cua cic probiotic
trong dudng tidu héa, su chuyén vi, cac dic tinh vé sy cu ngu, va ham lugng cac
thanh phan hoat tinh ¢6 nguén géc tit probiotic s& gép phin quan trong trong
viéc danh gia nhitng tac déng c6 161 va nhiing tac ddong c6 hai cua probiotic trén
dé1 tugng su dung. Cé su khac biét vé kha nang séng cua cic chung probiotic
khac nhau trén nhiing ving khic nhau cta hé tidu héa. Mot s6 ching bi chét
phan 1dn sau khi di qua da day, trong khi mét s chung van séng s6t véi s6 lugng
16n sau khi di qua ruét. Duge déng hoc cua cac probiotic dude nghién ctiu trén in
vivo nha cae ky thuat dat éng thong, sinh thidt hay tham phan, Mét s8 tinh chat
vé enzym nhu giai lién hdp quia midc mudi mat, pha hay 1p niém mac dude cho
12 ¢6 nguy ¢d gay cac tac dong bat 161 cho ky chi. Nhiing dac tinh thu vay ¢ thé
tién hanh nghién cu trén in vitro. Cac enzym cé hoat tinh giy két tap tidu cau
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duong nhu chding ¢é ai luc trén van tim, va hinh thanh nén cac san pham
chuyén héa khéng mong muén, qua trinh nay cing ¢é thé nghién cdu trén in
vitro.

Viéc tién hanh nghién cuu cac nguy cd cia viée sit dung probiotic tén nhiéu
thoi gian va tién bac. Cac probiotic ¢é yéu t6 nguy co thip cé thé phai duge
khuyén cao st dung cho nhitng bénh nhan ¢6 tén thuong mién dich, nhung trong
nhithg trudng hop nay phai cdn nhac yéu t& nguy cd va 1gi ich. Diéu nay doi héi
phai ¢é nhitng théng tin ¢ lién quan dén tinh an toan va hiéu qua cua san pham.
Hién tai, da san c¢6 nhitng théng tin vé tinh an toan cla cac vi khuan lactic. Cho
dén hién nay, c6 hai bao cao vé tinh trang nhiém trung giy nén badi probiotic. Mét
chung L. rhamnosus khéong phan biét duge véi chung L. rhamnosus GG di duge
phan lap tit viing apxe tai gan ctia mot ngudi phu nit 1dn tudi véi tién st bi cao
huyét ap va ti€u duong. Trudng hdp thi hai 1a mét ching L. rhamnosus duge
cho 1a gay viém noi mac co tim 6 mét bénh nhan nam 1dn tusi. Tuy nhién, khong
nhu trong trudng hop apxe gan, khi ma chiing vi khuan di duge xac dinh rd
rang théng qua viéc phan tich toan bd gen bang ky thuat dau an di truyén,
chitng gy viém néi mac ¢d tim chi duge xac dinh bang cac phudng phap phan
loai chiing thang thudng, va dung kj thuat khéi phé dé dinh danh. Kha nang
phin biét cua cac phuong phap dinh danh ching théng thudng 14 thap, va chua
c6 mét dit liéu ndo chiing minh kha ning phan biét dude cac chung Lactobacillus
bing phuong phap khéi phé. Vi vay, khong thé k&t luan rang trong trusng hap
viém né1 mac ¢d tim 8 trén 13 do st dung L. rhamnosus.

Hai phat hién nay (mét da dude ching minh va mét chua ¢é6 day da ching
c) cho thiy rang mac du nhitng san pham probiotic dude cho 14 an toan khi da
duoc sit dung dai tra trong nhidu nim 6 chau Au va Nhat Ban, vin ¢6 thé gay ra
nhing truong hop nhiém trung nghiém trong, dic biét 1a trén nhitng bénh nhan
ma hé mién dich da suy giam.

Vén dé an toan ciia vi khudn dé khing khdang sinh

Viée su dung khang sinh mét cach bira bai 6 ngudi, thd y va o dong vat da
g6p phan thiic ddy su gia tang tinh trang dé khang khang sinh & céc vi sinh vat,
diéu nay da dan dén nhiéu vin d& nghiém trong trong viéc diéu tri nhiém trung.
Su dé khang khang sinh & vi khuén c6 thé 1a do tu nhién hodc méc phai. Pé
khang tu nhién dudc xem nhu 12 mét dic diém tu nhidn cla loai, trong khi d6 dé
khang mic phai la do nhitng dét bién vé di truyén hay thu duge ti¥ gen cla
nhitng vi khuin d¢é khang khang sinh khac.

Vi khuin Lactobacillus c6 kha nang dé khang tit nhién véi nhiéu loai khang
sinh, nhung trong hau hét cac trudng hgp thi cac ching nay khong c6 kha nang
truyén gen dé khang khang sinh. Cac ching Lactobacillus c¢é6 gen dé khang
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khang sinh khéng truyén dude chua hian dude xem 1a an toan khi st dung. Mat
vai chung Lactobacillus nhu L. rhamnosus, L. casei ¢6 tinh dé khang tu nhién
d61 véi vancomycin. Cac loai nay cé tién chat peptidoglycan tan cung bang
D-lactate, trong khi nhiing ching nhay vdi vancomycin thi tin cung chia
D-alanine. Nhiéu chung Lactobacillus dé khang tu nhién vdi vancomyein di cé
moét lich si duge su dung Jau dai mét cach an toan nhu 13 probiotic, va khong c6
biéu hién nio cho thiy chiing truyén gen dé khang nay cho nhitng vi khuin
khac. Mét s6 cong trinh da ching minh riang yéu té dé khang khang sinh cia
chung L. rhamnosus GG khéng hoan toan giéng véi cac vi khudn enterococcei, va
khéng thay ¢6 su truyén gen dé khang khang sinh nio gita L. rhamnosus GG
va enterococcl.

Mac du co ché dé khang khang sinh bang plasmid cua Lactobacillus thudng
khéng phé bién, nhung trong mét vai loai thi van c6 co ché& dé khang nay, viée su
dung nhiing chung nay lam probiotic can phai xem xét lai vé mit an toan. Bdi vi
trong nhiing truong hgp nhu vay thi cé thé dién ra su trao d&i gen giiia nhiing
loal khiac xa vé mat di truyén, nhing ching c¢é yéu té di déng mang gen dé
khang nhu vay khéng nén sit dung & ngudi va thu vat. Viée kiém tra kha nang
cita mét chiing probiotic du kign nhu la mét vi khuan cho trong ti€p hdp cac gen
dé khang can duge thuc hién hét sdc than trong, nhat 1a khi st dung probiotic
trong qua trinh diéu tri véi khang sinh, va tham chi dung probiotic dé nuéi gia
suc, bai viée st dung khang sinh thudng xuyén nhu 13 mdt yéu td ting trong cé
thé gép phan chon loc ciac ching dé khang khang sinh. Kha nang nhay cam
khing sinh cua cac lactobicilli 1a rat khac nhau, mot vai chung d€ khang khéng
dién hinh véi mét s6 khang sinh thudng st dung trén 1dm sing da tim thay d cac
loai, Lactobacillus. Diéu dé cho thay can phai kiém tra tinh nhay cam khang clia
mdi chiing probiotic.

Hiu hét bifidobacteria déu dé khang tu nhién véi acid nalidixic, neomyecin,
polymyxin B, kanamycin, gentamycin, streptomycin va metronidazol. Nhimg nghién
ciiu ban dAu cho thady vancomycin ¢6 kha nang dc ché manh cac bifidobacteria,
trong khi theo nhiing nghién ctu gin diy thi d& khang vancomycin 1a mét dac
diém thudng thay & cac bifidobacteria. Tuy nhién ky thuat thite hién dé thi tinh
nhay cam khang sinh ctia hai nghién cttu nay 1a khac nhau do d6 khé c6 thé so
sanh vé cac dit liéu nay. Sy tut giam lugng bifidobacteria trong phan khi si
dung vancomycin diéu dé goi ¥ rang bifidobacteria nhay cam vdi tdc nhan nay.
Nhiing nghién cifu vé di truyén cua dic tinh dé khang khang sinh cua
bifidobacteria s& gitip ching ta hiéu r hon vé cd ché dé khang ctia chi nay.

3.2. Chic nang
‘Nhitng yéu cdu vé& chic nang cia probiotic cidn dugde chiing minh bang cac

phuong phap thi nghiém trén in vitro, va két qua ctia nhiing nghién ctiu nay
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phai thé hién trong nhiing nghién citu ¢é kiém soat trén ngudi. Khi Ita chon mét

chiing
1.
2

probiotic thi cac yéu té chic nang cin duge quan tam la:

Cé kha nang dung nap véi acid va dich vi cia nguoi.

. C6 kha nang dung nap véi musi mat (la dic tinh rat quan trong dé probiotic

c6 thé song sét dude khi di qua rudt non).

. C6 kha nang bAm dinh vao bé mat niém mac rudt va ton tai lau dai trong

dudng tiéu haa.

. Cé6 kha nang kich thich mién dich nhung khéng cé tac déng giy viém.

5. C6 kha niang canh tranh vdi hé vi sinh vat tu nhién.

8.
9.

. 8an xuat cac chat khang sinh vi sinh vat (vi du baeteriocin, hydrogen peroxide,

acid hiu c¢o)

. C6 hoat tinh d61 khang vé1 tic nhan giy bénh nhu Helicobacter pylori,

Samnnella sp., Listeria monocytogenes va Clostridium difficile.
Cé kha nang chéng dét bién va cac yéu té gay ung thu.

Cac 1g1 ich khae dude chiing minh trén 1am sang.

Thii nghiém vé viéc sti dung vdi nhitng chung probiotic khac nhau cho thay
rang: ching probiotic dugc sii dung sé bién mat khoi duong tiéu héa sau mét vai

tudn n

giing dung. Piéu nay dit ra mét cAu héi la tiéu chi probiotic phai ton tai

lau dai trong dudng tiéu héa cé thuc su can thiét hay khéng. Tuy nhién, nhiing

chung

probiotic du chi ¢6 kha nang tén tai tam thoi trong dudng tiéu héa ciing sé

gia tang cd hdl mang lai nhiing ich 161 cho ky chu, do vay tiéu chi cing can phai
dudc quan tim.

Hiéu qua ldm sang cua mdt val chung probiotic dude trinh bay trong Bang
4.2 dudi diy. Nhiing hiéu qua bao gém: diéu hoa mién dich, diéu hoa hé sinh

thal vi

khuan dudng rudt, chdng tiéu chay, giam tinh hoat déng chia cac enzym

trong phan.

Bang 4.2. Tac dung lam sang cia mdt s6 chiing probiotic

Ching

Tac dung lam sang trén ngudi

Lactobacillus rhamnosus ~ Giam hoat tinh enzym phan, gidm tiéu chdy do khang sinh & tré
GG (ATCC 53103) em, diéu tri va du phong rotavirus va tidu chay cap d tré em, diéu

tri tiéu chay tai phat do Clostridium difficile, kich thich mién dich,
giam nhe triéu chimg viém da khéng dién hinh & tré em.

Lactobacillus johnsonii Can bang hé vi sinh vat dudng rudt, ting cudng mién dich, hd trg
(acidophilus) LJ-1 (La1)  diéu tri Helicobacter pylori.

Bifidobacterium Jactis Ou phong tiéu chay du lich, diéu tri tieu chay do virus, ké ca
Bb-12

rotavirus, can bang hé vi sinh vat duang ruét, cai thién tinh trang
tao bén, kich thich mién dich, gidm nhe triéu ching viém da khéng
dién hinh & tré em.
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Lactobacitlus reuteri Rt ngan thoi gian bi tiéu chay do rotavirus & tré em, diéu tri tiéu
(BioGaia Biologics) chay cédp 4 tré em, an toan va dung nap &t & b&nh nhan trudng
thanh HIV duaong tinh.

Lactobacillus casei Can bang hé vi sinh vat dudng ruét, giam hoat tinh enzym phan,
Shirota ¢6 tac dong tich cuc dai v8i ung thu mat bang quang va ung thu cé
tir cung, khéng anh hudng dén hé mién dich ctia ngudi khde manh.

Lactobacifius plantarum  Can bang hé vi sinh vat duong rudt, tang ham luong acid béo

DSM9843 (299v) mach ngan trong phan.

Saccharomyces Du phong tiéu chay do khang sinh, didu tri viém rudt két do
boulardii Clostridium difficile, du phong tiéu chdy d bénh nhan su dung dinh

dudng qua 8ng.

Chung trong sira chua Khéng c6 tac dung trén tiéu chay do rotavirus, khong cé hiéu Ung
(Streptococcus tang cudng mién dich khi bi tiéu chay do rotavirus, khong cé tac
thermophilus va / hay L. dung Ién hoat tinh enzym phan, tadc déng yéu trén bach bao nhung
delbrueckii subsp. khéng anh hudng dén hoat tinh thuc bio chung & ngudi khoe
bulgaricus) manh.

Kha nang bam dinh

Kha nang bam vao bé mit va sau d6 la phat trién trong dudng tiéu hoa
ngudl dudc xem 1& diéu kién tién quyét quyét dinh chiic ning cua probiotic.
Nhing vi khuin c6 kha nang bam dinh vao bé mat rudt sé& ¢6 thé tén tai trong
rudt 1au hon va do d6 c¢6 didu kién dé biéu hién nhing tac déng diéu hoa mién
dich va trén chuyén héa hon la nhing chung probiotic khdong ¢é6 kha nang bam
dinh. Kha niang bam dinh sé tao nén mot mdi tuong tac giita probiotic va bé mit
niém mac rudt 12 noi c6 chita nhiéu t& bao lvmpho, diéu nay sé& kich thich tinh
mién dich tai chd va toan b6 ¢o thé. Do dé, ngudi ta cho rang chi ¢6 nhitng chung
probiotic ¢6 kha nang bam dinh méi tao duge hiéu qua cdm Ung mién dich va
lam 6n dinh hang rao bao vé niém mac ru6t. Su bam dinh ctia probiotic ciing tao
nén kha nang canh tranh gian vao biéu mé rudt gita nhing vi khuian gay bénh
va probiotic. Trén in vitro ngudh ta thay ring ca hai dang vi khuan L. acidophilus
con song hoiac da bi chét do nhiét déu ¢é kha nang Uc ché sy bam dinh cua cac vi
khuan gay bénh.

Nhing nghién citu so sanh ¢6 kiém soat d nhilng hé théng md hinh trén in
vitro, chang han nhiing déng t& bao ung thu truc trang nhu HT-29 va Caco-2
rat quan trong trong thd nghiém vé tinh bAm dinh cua probiotic. Hai dong té&
bao HT-29 va Caco—2 biét héa thanh t&€ bao rudt vi vay cé thé si dung nhu la
mot mé hinh cho biéu md ruét non. Mot loai niém dich (chat bao phit bé mat
niém mac rudt) dudc tiét béi nhitng dong bién thé cha t& bao HT-29, HT-29—
MTX cang duge su dung trong nhitng nghién ciiu vé kha ning bam dinh. Nhiing
thit nghiém vé kha nang bam dinh trén in vitro cho ta biét dudc su khac biét vé
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kha ning bam dinh cua nhiing chiing probiotic khac nhau. GAn day ngudi ta su
dung mét glycoprotein ¢6 dude tir thi thuit md thong nhanh hbi trang cua ruét
hay tir cdc nguyén liéu ctia phan dude su dung nhu la mét mé hinh thit nghiém
tinh bam dinh cua probiotic trén niém dich rudt non. Niém dich 14 hang rao tiép
xic dau tién gida vi khuin dude sit dung va niém mac ruét non. Do do, trong
viée nghién citu vé kha nang bam dinh ctia probiotic ngoai viéc sit dung nhiing
dong té bao khéng ¢é kha nang tiét niém dich nhu Caco—2 va HT-29, can phai
st dung thém nhiing di liéu c6 dude tiy thd nghiém Xha ning bam dinh véi niém
dich. Qua nghién cifu ngudi ta thay rang kha nang bam dinh cia cac probiotic 1a
khac nhau, va cé nhiing trudng hgp probiotic cé6 kha nang gin két duge véi té
bao Caco—2 va HT-29 nhung khéng c¢6 kha ning gén k&t hidu qua véi niém dich.
Ngoai ra, ngudi ta con phat hién rang kha nang bam dinh cia cac vi khuin
bifidobacteria trén niém dich ctia nhiing déi tugng & nhing nhém tudi khac
nhau la ¢é su khac biét (gin kém hon trén niém dich ctia ngudi 18n tudi).

Nghién citu vé kha niang bam dinh cing c6 thé thuc hién bang ky thuat sinh
thiét, bang cach sinh thiét mdt mau mé sau mét thai gian si dung probiotic. Tuy
nhién'viée 1ay mau sinh thiét mé gy nén moét trd ngai vé dao dic do d6 ngudi ta
chi thuc hién 14y mau md trong nhiing trudng hgp ndi soi tryc trang thuong quy.
Mau sinh thiét mé trong nhitng truong hgp nay khdéng chi gidi han & vang truc
trang sigma, ma con ¢ dude nhiing mau mé 4 ving ruét gia (dai trang 1én, truc
trang xudng va truc trang ngang). Nhé k¥ thuat sinh thiét ma ngudi ta phat
hién rang cic chung probiotic thuong mai (L. rhamnosus GG) ¢6 kha nang gin
két vao vung dai trang xudng nhiéu hon cac ving khac. Nghién ciiu ciing da
chiing minh duge kha niang bam dinh cta cac chung Lactobacillus d61 véi nhiing
mau sinh thiét mé true trang trén nhing dé1 tugng thi nghiém tinh nguyén da
st dung stip bét yén mach. K¢ thuat sinh thiét dudc xem nhu 1a mét phuong tién
chinh xac nhat dé danh gia kha nang bam dinh ctia cac probiotic. Tuy nhién, ky
thuat nay ciing ¢on ¢6 nhiéu han ché: trudc hét 13 van dé dao ditc cia viéc l1ay
mau md, thi hai 1a ky thuat nay doi hdi phai cé ngudi cé6 chuyén mén cao thuc
hién, thit ba 1a khi thiét bi néi soi di chuyén trong ruét sé lam mat lugng 16n vi
khuin bam dinh trén bé mat mau sinh thiét va chi dé lai nhiing vi khuan ¢6 kha
nang bam manh nhat vao méu sinh thiét do d6 cing c6 thé méc sai s8.

Mic ddu da c¢é nhiéu nd Iue nghién ciu vé kha ning bam dinh cla probiotic,
tuy nhién méi lién hé vé kha nang bam dinh cua probiotic va chidc ning cua
chiing ciing van chi la su suy doén.

Kha niang diéu hoa mién dich

Su bam dinh chia probiotic va nhilng san phim cta chiing trén cac mé
lympho tai rudt sé& kich hoat tiac dong bao vé ciia hé mién dich. Nhiing nghién
citu dude tién hanh trén ngudi cho thay ring cic vi khuan probiotic da ¢6 nhitng
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tac dong cb 191 trén ky chi. Tuy nhidn, nguoi ta ciing quan sat thidy kha nang
dap ung khac nhau khi st dung nhing ching probiotic khac nhau. Trong hai
thu nghiém déc lap dé1 vdi L. johnsonii LJ—1 va L. salivarius UCC 118 ngudi ta
thay c¢6 su cam tng d61 véi dap \ng cua khang thé IgA trén niém mac va su gia
tang hoat déng ctia nhiing té& bio thuc bao. Cic tac dong diéu hoa mién dich cia
nhing chung nay khéng lién quan téi dap dng viém va nhin chung khong gay ra
thay d81 dap dng mién dich c6 hai. Thi nghiém trén in vitro cho thiy rang dich
chiét tu té& bao L. rhamnosus GG va Bifidobacterium lactis Bb—12 ¢6 kha nang
1tc ché su tang sinh cla cac té& bao lympho. Nhiing bang ching vé tac déng diéu
hda mién dich ctia hai ching nay cdén dude ching minh 3 nhilng tré em bi
eczema do di Uing vdi thuc pham. Nhitng dita tré dude sit dung L. rhamnosus GG
va Bifidobacterium lactis Bb—12 cho thiy cé su cdi thién rd rét vé cac triéu
chitng JAm sang so vé1 nhém tré chi diung gia dudge. L. rhamnosus GG cén cho
thay kha nang 1am giam phan iing mién dich gy viém & nhiing déi tuong man
cam véi sita, trong khi 6 nhiing déi tugng binh thudng né gia ting dap dUng mién
dich. Hon thé nita, L. rhamnosus GG con cho thay thic ddy dap ting mién dich
cua khang thé IgA & nhing bénh nhan bi bénh Crohn va ting cudng tudn hoan
cho nhiing t&€ bao bai tiét khang thé 8 nhiing tré bi tiéu chay do rotavirus. Mot s&
nghién ciu trén chudt cho thay mét vi khuin khéng thudng tri trong dudng
rudt nhu Bacillus ciing c6 kha nang cam ting tang IgA trén niém mac ruét va do
dé6 gia ting kha nang phong vé ciia niém mac.

Kha nang chéng lai cac yé&u t6 gay bénh

D& c6 thé tac dong trén hé sinh thai vi khuidn dudng rudt, moét diéu quan
trong 1a cac probiotic phai c6 kha chdng lai cac vi khudn giy bénh bang cach tiét
ra cac khang sinh hay la nhiing chit canh tranh. Da ¢6 nhiéu nghién ciu vé
bacteriocin, mdt khang sinh do vi khuan lactic tiét ra. Mac da, nhiéu ching
probiotic c6é thé san xuit bacteriocin, nhung vai tro (c ché cac tdc nhin giy bénh
cua chung trén in vitro la rat gidi han, chiing chi ¢é tac déng trén nhing loai ¢6
quan hé gan khac nhu Lactobacillus hay nhiing chung sinh bao ti nhu Bacillus
hay Clostridium. Tuy nhién, nhitng chit chuyén héa c6 trong lugng phan tit thip
nhu H,0,, acid lactic, acid acetic va nhiing hgp chit thom khac; va nhiing chat
chuyén héa bac hai khac ¢6 vai tré quan trong hdn trong viéc chéng lai cac vi
khuan giy bénh khac nhu Salmonella, E. coli, Clostridium, Helicobacter. Thut
nghiém in vitro véi L. rhamnosus GG cho thiy ching tao ra nhiing chat khéing
khuin c¢é trong lugng phan tit nhd, ¢6 thé 13 nhitng chudi acid béo mach ngin,
nhung khac véi acid acetic va lactic 1a chung cé kha ning vc ché cac vi khuan ky
khi nhu: Clostridium, Bacteroides, Bifidobacterium, chéng lai Enterobacteriaceae,
Pseudomonas, Staphylocuccus, Streptococus nhung khéng chéng lai cac
Lactobacillus khac. Kha nang chéng lai vi khuin giy bénh dudng rudt cua
L. rhamnosus GG da tién hanh trén in vivo véi chudt duge giy nhiém

93



S. typhimurium. Thd nghiém trén in vitro cho thiy dich méi trudng nudi ciy cua
chung L. acidophilus cé thé lam giam kha nang séng cua Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, S. typhimurium, Shigella flexneri, E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa va cac Enterobacter sp.
khac. Nhitng chit khang khuén trong lugng phan tli thap khéng xac dinh dude
nhung ching duge san xuat ddc 1ap véi cac acid lactic va ching ciing khéng cé
tac déng dé1 vél cac chung Lactobacillus hay Bifidobacterium dude th nghiém.
Kha nang khang khuan ctia L. acidophilus LB SCS d6i véi S. typhimurium cang
dude thé hién trong mé hinh giy nhiém 3§ chuét trén in vivo. L. acidophilus
(ohnsonii) LAl (LJ-1) sin xuit cic chat khang khudn khéng thude nhém
bacteriocin (chua dude xac dinh nhung khac véi acid lactic) ¢6 kha ning chong
lai nhiéu loai vi khuin Gram am va Gram duong trén in vitro nhu S. aureus,
S. flexneri, K. pneumoniae, P. aeruginosa va Enterobacter cloacae. Tuy nhién, su vc
ché& trén Lactobacillus va bifidobacteria khéng dude phat hién. Hoat tinh e ché
cua chung LA1 d6i vé S. typhimurium cing phat hién thiy trén mé hinh in vivo
3 chuét. Ngoai ra, ngudi ta con thay L. acidophilus chéng lai vi khuan H. pylori
trong nhiing thi nghiém trén in vitro va ca nhiing thit nghiém trén nguoi.

Kha nang chdng d6t bién va cac yéu té giy ung thu

Kh3 ning chéng d6t bién va ung thu cia nhiing vi khuin st dung cung thuc
pham hay ctia hé vi khudn hién dién trong hé sinh thai ruét da dude nghién ciu
trong nhiéu nim qua. Kha ning chéng ung thu cliia probiotic dude cho la do mét
trong nhitng cd ché& sau: su gan két va phan hly cic chit gy ung thu, san xuat
ra nhiing hgp chat khang ung thu, diéu hoa nhitng enzym tién chit giy ung thu
tai rudt, ¢ ché& khéi u bing moét co ché dap ing mién dich. Ngusi ta nhan manh
kha ning chdng tao dot bién va cac chit gdy ung thu trén in vitro cia nhing
chiing vi khuén lactic duge phén lap tir nhilng san pham lén men hay cic san
pham dude lam tit sita (Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoe, Enterococcus, va
Pediococcus). Tuy nhién, theo cac tiéu chuin gin day thi mét it ching trong
nhém nay dude xem nhu probiotic. Thém vao dé dic tinh chéng d6t bién khéng
phai 1a dac thil cta riéng cac vi khuan sinh lactic, dac tinh nay dudng nhu ciing
gap trong mét sd chung vi khudn Gram &m va Gram dudng. Cé nhiéu loai vi
khu&n va ca t& bao ndm c¢6 kha nang lién két vdi cac tac nhan gay dét bién trén
in vitro. Hon thé nita cac té bao vi khudn khéng song ciing c6 kha niang lién két
V61 cac yéu té gdy dot bién hay ung thu. Ngoai cic nghién ciu khang ddt bién va
ung thu in vitro, mét s8 chung Lactobacillus va Bifidobacterium ciing d3 dugc
nghién cu trén mé hinh in vivo trén chudt.

Trong cac thu nghiém trén nguoi, cac ching probiotic ¢é6 lién quan dén su
giam tinh giy dét bién caa phin hay hoat tinh cac enzym trong phan ¢é lién quan
dén viéc hoat héa cac chat giy dt bién hay ung thu. Cac enzym phan nhu
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nitroreductase va f—glucuronidase c¢6 kha ning chuyén cac chat tién sinh ung thu
thanh chit gAyv ung thu trong truc trang. Trong cac nghién cliu trén nguoi, viée su
dung chung L. acidophilus NCFB 1748 dudc chiing minh la l1am giam tinh gy dot
bién cia phan va nudc tiéu. Su ttc ché tinh giy d6t bién cda nudc tidu cang da
duge ching minh vdi chung L. casei Shirota. Bd sung chiung L. rhamnosus GG
lam giam hoat tinh phan ciia p—glucuronidase, nitroreductase va glycocholic acid
hydrolase ¢ phu ni khoe manh. Khi diung 0 nguai, cac chung L. gasseri ADH va
L. casei Shirota ciing lam giam hoat tinh enzym phin. Viéc st dung ching
L. casei Shirota ¢ mot sé bénh nhan ung thu cho thay cé cac hidu ting cé lgi nhu
lam giam tat phat ung thu bang quang va kéo dai thoi gian séng va khoang cach
tal phat cua ung thu ¢é ti cung., Tuy nhién, van dé hoat tinh chéng ung thu hay
dét bién cua probiotic van gidi han trén cac mé hinh in vitro hay in vivo, viéc md
rdng ra trén ngudi dé du phong ung thu vin con nhiéu bat dong.

3.3. Cac van dé vé cong nghé

Thuc phiam chic nang chia probiotic ngay nay di trd nén phd bién & thi
trudng. Ra doi cach diy khoang 20 nam cac san pham nay di c¢6 su tang trudng
lién tuc va ngay nay dugc hau hét ngusi tiéu dung biét dén. Dé thanh céng trong
viéc thuc ddy kha nang tidu dung cic san pham probiotic va thuc phim chilc
nang nganh c¢éng nghiép thuc pham phai dap dng nhiing doi héi vé tinh an toan
cita san pham d61 véi ngusi titu dung. TAt ca cic san phim probiotic phai an
toan va nhiing dac tinh tét vé cam quan. Chung phai chita nhiing ching vi sinh
VAt xac dinh 8 mét liéu lugng xac dinh trong sudt qua trinh bao quan. Kiém tra
cdc san phiam hién hanh trén thi trudng ngudi ta thay rang diéu nay khéng phai
lic nao cing dat dude.

Tham chi mét chung probiotic da thoa man diy du cac yéu cdu vé tinh an
toan cling nhu chidc ning thi tiéu chi céng nghé van 1a mdt yéu td cuc ky quan
trong. Cac yéu td céng nghé can phai xem xét khi lua chon mét probiotic bao gém :
Cé nhiing dac tinh tét vé cam quan.

Dé khang véi thue khuin thé.
Dé san xuit: tang trudng di manh, dé thu hoach.
Cé kha nang sdng sét trong qua trinh san xuat.

On dinh trong qua trinh san xuit va bao quan.

> oo b=

C6 thé danh gii chit ludng khi dude tron vao san pham cudi cung.

Kha nang séng va hoat tinh cta probiotic 1a nhiing yéu t& quyét dinh chiic
ning ctia ching. Tuy nhién, mét vai nghién citu cho thay ring cac probiotic &
dang khong séng van mang lai nhiing tic dong cé 1di nhu diéu héa mién dich va
trung hda cac yéu té6 gidy ung thu trén ky chi. Do dé, d61 véi mét sé chiung
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probiotic chi can thoa man diéu kién 1a chiing phat trién t&t trong giai doan dau
cla qua trinh san xuit 13 dui, ma khong nhAt thiét phai duy tri kha ning song
trong qua trinh bao quan.

Trudc khi mét san phim probiotic c6 thé dén tay ngudi tiéu dung, trude hét
ching phai ¢6 kha nang san xudt duge & nhiing diéu kién cong nghiép, van dam
bao kha ning séng va con hoat tinh sau qua bao quan lanh hay g trang thai
ddng khé va ca trong nhitng san pham thyc ma cudi cing ching sé& dugde dua vao.
Ngoai ra, khi dua vao thue thuc pham ching khong dude phép tao ra cac mui vi
khé chiu. Vat liéu dé dong géi va difu kién bao quan ciing anh hudng khéng nho
dén chat luong cuia san pham.

Cac thuyc pham chita probiotic thudng 14 nhiing thuc phidm 1én men, hoac &
dang thuc pham cong thic cho tré, nude udng trai cdy, thuc udng tit nudc siia va
sita ¢6 dudng. Sta lén men va pho mat la nhing san phiam thudng thiy cé chia
probiotic. Nhiing thuc pham 1én men 1a nhiing san pham duge san xudt bdi qua
trinh 1én men clia vi sinh vat. Trong qua trinh nay dudng sé duge bién déi thanh
ethanol va/hay cac acid hitu cd ma chu y&u la acid acetic, lactic va acid
propionic. NAm men va vi khuan sinh lactic 1a nhiing ching vi sinh vat thudng
duge st dung trong 1én men thuc phdm. Trong }én men cac san pham ti siia
ngudi ta thudng st dung Lactobacillus vA Lactococcus, nhung ndm men va vi
khuén sinh propionic cing duge st dung.

San xuit cac san phiam lén men chita probiotic

Hau hét ciac nha san xuit miu cay khdi dAu 16n hién nay déu san xuidt cac
chung vi khudn lactic va bifidobacteria dudng ruét thuong gap. Cac mau cdy
probiotic thudng mai ban san thudng chita mét hodc hén hgp nhiéu chiung vi
khufn. Trong hau hét cac trudng hop nhitng dic tinh ctia probiotic sé bi anh
hudng bdi chiing ban dau hay méi truong di san xuit ra chiing. Vi vay, nhiing
théng tin cu thé vé dac tinh cia mdt chiing xac dinh 12 hét sic quan trong trong
viéc t61 uu héa quy trinh san xuit. Cac mAu nudi cAy probiotic ¢6 thé dude su
dung 3 nhitng dang dic biét nhu vién nén va vién nang, hoic ching c6 thé dung
d€ san xuit nhiéu loai sAn pham thue phim 1&n men khac nhau. Trong mét vai
truong hgp, mau nudi cidy dude dua vio thuc pham dé tao ra mot probiotic nhat
dinh hay dé tao nhiing dic tinh chic ning cho san pham.

HAu hét cdc miu cay probiotic thuong mai 1am sdn thudng dude cung cip
duéi dang ¢6 ham ludng cao, va hdu hét chiing dudc thiét ké dé sit dung cho DVS
(direct vat set — cho thing vio san pham). Ngudi ta thudng stt dung cdc mau ciy
DVS ¢é ham lugng cao vi khuan vi viée nhan giéng cac vi sinh vat probiotic tai
noi san xuit thuong gap khé khian. Cac san pham DVS cé thé dude cung cip
dudi dang cac méi trusng déng lanh ¢6 ham lugng cao hay la dang mai trudng
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dong khé. CAc mbi truong nén dude déng géi trong cac bao bi c6 kha niang chéng
lai anh sang va d6 Am. Hau hét chiing duge dung trong cac thiing carton hay tui
nho bén ngoai dude bao phu béi mét 18p bao kim loai trang nhém. Bdi vi cac san
pham nay rat nhay caAm véi cac y&u t& bén ngoai, nén can tuan theo cac chi dan
cua nha san xuit trong qua trinh thao tac va bao quan ching. Théng thuong cac
mau cdy déng lanh siu chia hon 10' efu g7', trong khi cAc méi trudng déng kho
thusng chita hon 10" cfu g’. Ham lugng té bao trén mdi gam san pham thay déi
tuv theo méi trudng va chung sinh vat duge su dung.

Trong viéc san xuit cic thite pham lén men, didu quan irong }a cac mau
nudi cAy probiotic duge sit dung gép phan 1am cho san pham ¢6 nhing dic tinh
tét vé cam quan. Vi vAy, ngudi ta thudng phéi hop cac vi khuan probiotic véi
nhing ching vi khuan khac thich hgp cho qua trinh 1én men cua mét san
pham nhat dinh. Trong san xuit nhing san pham lén men cé ngudn goc tu sita
ngudi ta thusng phéi hop chung probiotic vé1 S. thermophilus va L. delbrueckii
dé tao duge huong vi va cAm gidc mong muén. Nhitng thanh phan chinh tao
hudng vi cua cac loai dude sit dung cung vdéi probiotic dude trinh bay trong
bang dudi dav.

Bang 4.3. Mt sd vi khuan ding dé diéu chinh huong vi

Chung sinh vat Thanh phan chinh tao huang vj
Lactobacillus acidophilus Lactate (DL)

Bifidobacterium spp. Lactate (L+), acetate

Streptococcus thermophilus Lactate (L+), acetaldehyde, diacetyl.
Lactobacillus delbrueckii subsp. Lactate (L+), acetaldehyde, diacetyl.
Bulgaricus

Trong nhiéu trudng hop ngudi tiéu dung cam thiy cac san pham 1én men ¢é
chia L. delbrueckii thudng qui acid va c6 mui cua acetaldehyde rat nang (huang
vi sita chua). Vi vay, cidc méi trudng probiotic d3 dude phat trién nhim mang
dén nhitng hudng vi thich hdp véi titng san pham m3a ching duge s dung. Mot
vi du vé vé méi trudng nhu vay 14 méi truong ABT (c6 chita L. acidophilus,
Bifidobacterium va S. thermophilus).

Lua chon cac vi sinh vat dau vao c6 kha niang tao acid 6n dinh 14 mét viée
hét stic quan trong. Tuy nhién, khi lua chon cfn phai xem xét dé&n tac ddng cua
ching trén sitc khoe con nguoi. Bdi vi méi trudng bén trong dudng tiéu hoéa va
méi, trudng bén trong san pham la khac nhau, do d6 cac probiotic thusng khéng
thich hdp d& 1am mét vi sinh vat khdi dau cia qua trinh 1én men. Vi trong méi
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trudng nhu vay ching sé phat trién cham va tao ra nhiing huong vi khang thich
hgp cho sdn pham. C6 thé vugt qua trd ngai nay biing cach dung mét quy trinh
san xuit vo khuan nhu dude dung dé€ san xudt cac san pham siia véi acidophilus
va sit dung probiotic ¢4 ham lugng cao khoang 10° cfu g'. Ngoai ra cling ¢6 thé
dua thém vao méi truong cac ¢ chit tao nang lugng cho probiotic nhu glucose
va cic véu 16 tang trudng nhu dich chiét cao nAm men va protein thuy phan hay
cac chat chéng oxy héa, khoang chat va vitamin. Tuy nhién, dé1 khi viéc ap dung
cac bién phap trén c¢é thé cai thién viéc dung probiotic nhu 12 vi sinh vat khoi
dau. nhung van chua du dé c6 thé san xuat san pham 1én men. Vin dé nay cé
thé ducde giai quyét bing cich thém vao trong qua trinh chuan bi probiotic mét
mau cay khdi diu trg gidp.

Khi sdn xuit cac san phdm lén men cé chia probiotic, nhiét do lén men
thudng dugde duy tri 6 37-40°C bai vi nhiét dé nay thich hdp cho su phan chia
ctia nhiéu chiing probiotic. Cac probiotic ¢6 thé dude trdn vdi cac ching khéi dau
va phat trién cong sinh ciing véi cac vi khuan khac trong qua trinh 1én men.
Ciing c6 truong hop ngusi ta dua probiotic vao san pham sau qua trinh [én men
(vi du san pham “Cultura” cia Pan Mach). Trong nhiing san pham siia probiotic
dac biét (cac sin pham cé6 dudng), probiotic dude dua vao san pham theo mot
cach thic dic biét sao cho ching vin ¢é séng nhung khéng phén chia bang cach
gi lanh san pham.

Tuong tac giiza probiotic va vi khudn khdi ddu lén men

Mbi tuong tac giita probiotic va vi khuin khdi ddu sé anh hudng dén chat
ludng cua san pham. Cé nhing bing ching cho thiy ring cé thé tao ra nhing
san phim c¢6 huong vi tdt ma van gid dudc kha nang séng cao ciia vi khuan bang
cach sit dung phdi hop probiotic va cac vi khuidn khdi dau. Théng thudng cin lya
chon mét vi khuin khdi dau thich hgp bing cach thi nghiém véi cac mau hién
¢6. Céac vi khuin khoi ddu cé thé ding nhu S. thermophilus, méi trudng sia
chua va cac vi khudn ua nhiét trung binh vdi su két hop cia nhiéu ching
Lactococcus khac nhau, Mot phdi hgp té1 uu giita probiotic va vi khudn khéi daa
can phai tién hanh trén thuc nghiém dé biét dude phdi hop nao tao duge cam
giac tot nhat cho san pham va kha ning séng cao nhit cia probiotic.

Trong qua trinh thuc nghiém nay ¢6 mét sé nguyén tic cdn phai tuin tho.
Né&u c6 thé thi probiotic phai c6 thé phat trién trong sudt qua trinh 1én men. Didu
nay sé lam gia ting lugng probiotic trong san pham do d6 1am giam gia thanh san
xuat, va tang kha nang thich nghi cia probiotic trong méi trusng clia san pham.
Vi khuén khdi diu chi nén cé tée dé phat trién vita phai dé cac probiotic c6 thé
phat trién. M6t diéu quan trong khac 1a probiotic phai dude thém vao trudc hay
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ciing thoi diém véi vi khuan khdi ddu. Dya probiotic vao sau qua trinh lén men
khong nhiing khéng lam tang lgng vi khuin méa con lam gidm kha nang séng
cua probiotic, diéu nay di quan sat thay déi véi L. acidophilus dude trdén véi siia
chua. Céc vi khuin khdi dau cé thé cai thién su ting trudng cua probiotic bang
cach san xuit ra nhitng chat thinh hop vdi su tang trudng ctia probiotic hodc lam
giam ap luc oxy trong méi trudng lén men. Bifidobacteria kha nhay cam véi oxy
nhung bang cach lua chon mot chung S. thermophilus thich hdp sé c6 thé lam
tang kha nang séng cua B.longum. L. delbrueckii subsp. bulgaricus ciing ¢6 kha
nang lam tang su phat trién cha Bifidobacterium nhd kha nang thiy phan
protein lam ting ham ludng cic acid amin nhu valine, glycine, va histidine trong
médi truong.

Trong qua trinh chon lya mdt vi khuan khdi dau cho qua trinh 1én men cin
phai hiu ¥ dén cac tdc dong bat 1g1 cua né dé1 véi kha niing niang séng cua
probiotic. Kha ning séng cta probiotic ¢6 thé bi anh hudng bdi nhitng chit
chuyén héa sinh ra trong qua trinh phat trién cia vi khuan khdi dau nhu acid
lactic, H,0, vA cac bacteriocin. L. delbrueckii subsp. bulgaricus médt chiung
thuong gap trong mdi truong siia chua, tao ra mét lugng 16n acid D-lactic khi
san pham dude bao quan sau qua trinh 1én men & nhiét d6 thap. Tac déng cla
D-lactate trén cac probiotic 12 khac nhau tuy thude vao chung. Ngudi ta da
chimg minh ring mot s6 chung bifidobacteria khéng thé phat trién trong méi
trudng sita chua, nhung khi phéi trén thich hop gifia probiotic va vi khuin khdi
dAu thi c6 thé ngan chin hién tudng lam gidm s& lugng vi khuan. Nhitng vi
khuan khdi dau chi gdm S. thermophilus c6 thé hoat déng t8t hon cung véi
probiotic nhay cam v4i acid va pH thap. Chiing sé tac mdt moi trudng it acid hon
trong qua trinh 1&n men va bao quan.

T4c dong cia cac chat chuyén héa sinh ra bsi vi khuin khdi ddu d6i véi kha
ning séng cua probiotic ¢6 thé ting 1én trén in vivo. Khi ma cac thuc pham chiie
nang dén da day—noi c¢6 moi trudng pH thap thi sd Iugng cie phan ti acid lactic
khéng hoa tan sé tang 1én. Vi kha nang séng cua probiotic chiu anh hudng manh
nhat béi cac acid khong ion héa, do d6 kha ning séng cta vi khuan sé bj gidm
bdi acid chlohydric tit dich vi va lugng acid lactic tif san pham. So sanh tac dong
cua acid trén kha niang sdng ena L. acidophilus NCFB 1748 véi mét san pham
sita ¢6 dudng thay ring ty 1é probiotic sdng clia sdn pham sila cé6 dudng sau khi
di qua dudng tidu héa cao hon gap 10 1an,

Tuong tdac giza probiotic va prebiotic

Thuc pham chiic nang cé chita ca probiotic va prebiotic duge goi la synbiotic.
Hau hét cac prebiotic bidt dude cho dén ngay nay la nhitng carbohydrate khéng
bi hap thu bdi rudt, véi sé luong cac dudng don trong phan ti 1a tit hai dén vai
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tram. M6t s6 prebiotic dién hinh la lactulase. galacto~ va fructooligosacharid va
dextrin gié1 han. Bdi vi khal niém synbiotic kha mdéi mé nén chua cé6 nhiéu
nghién ciu vé tac déng qua lai gida probiotic va prebiotic. Mét dic tinh chung
cua prebiotic 1a chiing c6 thé anh hudng trén su phat trién va kha nang séng cua
probiotic bing cach tiac déng trén sy phat trién va chuyén héa cua ca probiotic
va vi khuan khdi dau.
San xuat cac thue phiam khong cé ngudn géc tir sita chira probiotic

Con nhiéu thu thach can phai vugt qua dé ap dung cic mau nudi cay
probiotic cho cic san pham khéng ¢é nguén géc tit sita. Kha ning sdng cla
probiotic trong thyc pham phu thudc vao nhiéu ydu té§ nhu pH. nhiét dé bao
quan. su hién dién cua cac sinh vat canh tranh, cac chat (e ché (nhu NaCl).
Trong nhiing san pham thitc 4n danh cho tré hay banh keo (chocolate) c¢é chita
probiotic thi mét diéu quan trong la cin phai duy tri duge kha ning séng va hoat
tinh cua probiotic trong mét thoi gian dai. Boi vi cac probiotic dudge dua vao cac
san pham nhu 1a mét thanh phAn bé trg nén trong diéu kién nhu vay probiotic
thudng khéng c6 kha nang nhan 1én, va khong thé dam bao dude cac yéu cau can
thiét cho su 6n dinh cha probiotic. Cac yéu t8 nhu nude, ham lugng oxy cao va
nhiét d6 la mdt bai toan khé giai quyét trong viéc dua probiotic vao su dung
trong nhiing san pham nay. Viéc bao quan 8 nhiét dé thudng cia cac san pham
khéng Jam tit s@a nhu cac sin phim ngi cde. cac loai nude udng, chocolate thue
su 1A mot van dé thach thie déi véi su 6n dinh cua probiotic. Nhiing van dé nay
trong mét vai trusng hdp cé thé giai quvét bing ky thuat bao géi dé dam bao
tinh 6n dinh va kha nang sdng cuia probiotic. Mét s6 san phim thuc phim cho
tré va banh keo c6 chita probiotic gin day di dudc phat trién va da duge dua ra
thi truong.

4. NHUNG KHUYNH HUGNG TRONG TUONG LAI

Ché dé an uéng la hudng tap trung chu yéu dé duy tinh trang stc khoe tot
nhat trong ¢ cudc doi, nd sé gép phan ngan chin sém cic bénh man tinh nhu réi
loan da day-rudt, cac Bénh tim mach, ung thu, bénh loang xudng, cing nhu
ngan chian qua trinh lao héa. Mic da mai lién hé phite tap gida thuc pham sit
dung va stc khoe vin con chua dude hiéu biét can k&, nhung nhitng nghién ctiu
gin day trong nhiéu linh vuc khac nhau da cho chung ta hiéu sau hon vé su lién
hé nay. Nhu cau doi héi phat trién nhiing san pham dinh dudng da thuc day
nganh cong nghiép thue pham dua ra nhiéu san pham méi.

Y thitec va chi phi ma ngusi tiéu dang danh cho nhitng sdn pham cé loi dai

voi stc khoe ngay cing gia tang, cac nhan té kinh t&€ xa hoi anh hudng rat 16n
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dén didu nay va didu dé giai thinh tai sao cac san pham probiotic dude si dung
rong rai ¢ chau Au va npay cang phd bién trén thé gidi. Tuy nhién, vin 18n tai
su hoai nghi vé hiéu qua cua probiotic § ngudi tiéu ding, cac té chie ticu ding,
viL cdng dong khoa hoe. Mot du an gan day cda cong déng chau Au véi nd lue hop
tac vé su trao d6i théng tin va mot phuong thie khoa hoc dé hua chon va sit dung
cac probiotic, nhitng san pham thuc pham chdc nang ¢é thé phat trién va dem
lai nhiing 1oi ich ¢6 thé thay duge d6i véi sde khoe cho nguoi ticu dimg. Cac
chung probiotic ¢6 thé san xuit thanh céng va dua vao cac san pham thuc pham
duge ngudi tidu diang chap nhin, trong khi van gitt dude kha nang séng va chie
nang. C6 sy khac biét vt 16n gita cac chung khong chi vé khia cach kg thuat ma
ca vé kha nang tac dong ddi véi sic khoe cha con ngudi.

Khai niém probiotic ngay nay dia phd bién trong gidi khoa hoc va trong linh
vic eéng nghiép. Tuy nhién, cing can phai ¢6 nhitng nghién citu khoa hoc siu vé
linh vuc nay. Nhing linh vuc cin tap trung nghién ctu bao gém: chan doin
bénh dudng tidu héa, mién dich hoc, nhitng chat danh dau sinh hoc (biomarker)
va chiic ning. Nhing nghién cdu trén nhém ngudi ¢6 kiém soat 1a diéu dac bigt
quan trong cho su thanh céng vé mat kinh t& va xa héi cho nhing thuc pham
chice nang probiotic, nhitng san pham nay cin phai ¢4 nhing diéu chinh thich
hdp cho cic d81 tugng dic biét nhu ngudi gia va tré em. Nhing nghién ctu trong
tuong lai vé van dé vi khuan probiotic sé tap trung vao viéc tim ra nhiing chang
mdi va dic hidu hon trén tiung nhém déi tudng st dung (nhu nhém tudi, tinh
trang suc khoe, tinh trang bénh tat).

Nhiing hudng nghién citu tiép tuc trong tudng lai cua khoa hoc va ¢ong nghé
trong linh vue thue phiam chiic ning sé 13 :

— Thiét lap cac lién k&t gita tri thue va k§ ning vé thuc pham, chitc nang
cua hé tiéu héa va suc khoe ctia con nguoi.

— Nghién cdu co ché tic ddng cua probiotic trén dudng tiéu héa, phat trién
cAc phuong tién chan doan va cac chat danh dau sinh hoe dé danh gia chung.

— Danh gia vai trd cua probiotic dsi vdi sitc khde cla cic nhém ngudi su
dung. '

— Thit nghiém tinh hiéu qua ctta probiotic trong cidc bénh duong tiéu héa,
nhiém tring duong rudt va diving.

- Panh gia nhu cAu cua ngudi su dung.

— Phat trién cac ky thuat dé ting cudng tinh én dinh va kha ning séng cia
probiotic.

— Phat trién ky thuat cho nhiing san phiam probiotic khong gin vdi cac san
pham c6 lién quan sida (chang han nhu ngit céc).
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TU LUONG GIA

1
2.
3

n

. Ké tén mot s8 san pham thue pham chie ning hién dang luu hanh.

Trinh bay cd ché tac dung cua prebiotic.

Néu moét s6 thi nghiém chiing minh chitc nang chéng dét bién va yéu té gay
ung thu cua probiotic.

San phiam nao dudi diy dude xem la probiotic
A. Sa bd sung DHA.

B. DAu c4 giau omega—3.

C. Chiét xuit tao Spirulina.

D. Bot dong kho cua S. cerevisiae séng.

. Chat nao sau day khong dugc xem 1a prebiotic

A. Acid béo chudi ngan (SCFA)
B. Fructooligosaccharid

C. Inulin

D. Glucosyl sucrose



Bai b
SAN XUAT MOT SO SAN PHAM LEN MEN KHAC

1. SAN XUAT ACID HUU CO
1.1. Acid lactic

Acid lactic dude phat hién bdi nha héa hoc Thuy Dién Scheele nam 1780 tit
stia va si dung bdi Charles E. Avery tai My nam 1880 véi hai déng phan la L(+)
va D(=) (hinh 5.1). Hién nay acid lactic duge st dung trong nhiéu linh vuc céng
nghé khac nhau theo nhiing tiéu chuiin vé chit lugng khac nhau, cao nhat la
theo tiéu chuin Dude dién. Trong céng nghé thuc phim, nudc giai khat, acid
lactic dude st dung nhu chit chinh pH, bdo quan va ting cudng huong vi. Trong
duge phdm va my phdm, acid lactic stt dung dé lam mot s6 kem tri mun, chét
lam am... vdi dang L(+) acid lactic.

COOH C|IOOH
H—(lf— OH OH—(IZ— H
CH; CH;
- D-lactic acid . L- lactic acid

Hinh 5.1. Cong thurc lactic acid

Phuong phap héa hoc cho hén hdp racemic (tit acetaldehyde, chuyén thanh
dang methyl lactate dé loai tap réi cho trd lai acid lactic) (hinh 5.2), chi yéu su
dung trong céong nghé thuc ph-fim. Tai My vao nidm 1989 da tiéu thu 33 triéu lb
v6i 16,8 triéu lb lam ch&t nhii héa sia, 9,8 triéu 1b lam phu gia nude giai khat va
3,7 triéu Ib ding trong duge phidm va my pham.
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Phuong phap 1én men vi sinh vat ¢é thé cho ludn L(+) acid lactic hay D(-)
acid lactic tuy theo ching st dung.

Cong hop hydrogen cyvanide

CHCHO 1 1ION _catalyst oL CTHIOHEN
acetaldehyde  hydrogen cyanide lactonitrile

Thuy phan bing acid sulfuric
CICHONCN 4 11,0 + 1280, — 5 CH3CHONCOOIT + 1/2(N11,),S0,

[actonitrile lactic acid ammontum salt
I'ster hoa
CI;,CHOHCOON  +  Cri0N ———» ClI5CHOCooCH;  + H,0
lactic acid mcthanol methyl lactate

Thuy phin bing nude
ClLL;CHOINCOOCH; ¢+ 11,0

———»  CH;CHOHCOOHM +  CH;0H
methy ! lactate

lactic acid methanol

Hinh 5.2. Sd db qua trinh san xuat acid lactic bing phudng phap héa hoc

Cd ché

Acid lactic dude tao thanh tif syt chuyén héa mono hoac disaccharide bude
dau di theo con duong Embden—Mayerhoff. Sau dé dudi diéu kién ky khi, acid
pyruvic sinh ra s& dudge khu héa thanh acid lactic dudi tac dung enzym lactate
dehydrogenase. Lactacte dehydrogenase (LDH) ctta cac vi khuan lactic déng
val tré quan trong trong viéc tao thanh L(+) hay D(-) acid lactic do kha nang
lap thé héa san pham (do gen [dhD hay IdhL quy dinh), tay theo ching vi
khuan lactic ¢6 loai gen nao thi s& cho cac san pham tudng tng. Gen ma héa
enzym L(+) lactate dchydrogenase dudc nghién ctu trén Lactobacillus
plantarum. Gen ma héa enzym D(-) lactate dehydrogenase duge nghién ciu
trén L. johnsonii.

C6 hai dang lén men tao acid lactic tif hydratcarbon 1a déng hinh (homolactic)
hay di hinh (heterolactic). Lén men lactic déng hinh khi lugng acid lactic
chidm dai da s6 do vi khuén lactic loai nay c6 enzym aldolase nhung khéng ¢6
enzym phosphoketolase. Lén men di hinh khi lugng acid lactic chiém ty 1&
thap, di kém v8i hén hgp chit khac nhu acid acetie, acid formic hoic CO,, do
vi khuan lactic khéng ¢é enzym aldolase nhung ¢6 enzym phosphoketolase
(hinh 6.3).
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Glucose

1
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-P-Glvserate

1 /
S l\‘ NAD™
H-0 Ethanol
Phosphoeuol pyruvare

NADH-H  NAD

> -
—
gv)

Pvruvate

e
>

10 Lactic acid
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Hinh 5.3. Qua trinh té&n men lactic déng hinh hay di hinh

Cac enzym ky hiéu nhu sau: 1. Hexokinase, 2. Phosphoglucoisomerase, 3. Phosphofructokinase,
4. Aldolase, 5. Triose phosphate isomerase, 6. Phosphoglycerokinase, 7. Phospl.oglyseromutase,
8. Enolase, 9. Pyruvat kinase, 10. Lactic dehydrogenase, 11. Glucose—6— phosphate dehydrogenase,
12. 6—phosphogluconate dehydrogenase, 13. Ribolosephosphate—3—epimerase, 14. Phosphoketolase
15. Acetokinase, 16.Aldehyde dehydrogenase va 17. Alcohol dehydrogenase
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Tac nhan

Hi¢én nay cac chung vi khuin lactic (LAD: lactic acid bacteria) dang duge su
dung nhiéu trong céng nghé vi sinh dé san xuat acid lactic. nhat 1a Lactobacillus
delbrueckii. Ngoai ra L. acidophilus, L. plantarum, L. bulgaricus, cac giong Bacillus
(B. coagulans), Rhizopus (R. oryzae) va Streptococcus cang duge st dung, ¢d thé
phéi hgp cac vi khuin lactic hoac ph6i hop véi vi khuan khae nhu Streptococeus
thermophilus trong qua trinh 1én men. Viée Ita chon loai vi khuan lactie tay theo
kha nang st dung hvdratcarbon ciia ching. L. delbrueckii ¢6 thé 1lén men cho acid
lactic tir saccharose, L. bulgaricus cé thé 1én men cho acid lactic tit lactose.
L. helveticus, L. amylophylus thi ¢é thé st dung ca hai, R. oryzae c6 thé sit dung
truc 1iép tinh bot. Hién nay trong cong nghiép déu 1a nhitng chiing dat bién theo
hudng san xuit manh acid lactic nhung khéng bi 1ic ché bdi ndng dd cao chit nay
trong méi trudng nudi cay so véi cac chiing hoang dai.

I.én men

Theo Luedeking va Piret (1959), viéc tao thanh acid lactic ty 1& vdi viée phat
trién v mat d8 t& bao vi khudn, diéu nay thi dnh hudng nhiéu béi nhiét 46 méi
tridng. pH va ngudn dinh dudng. Ngudn hydratcarbon quan trong véi vi khuin
lactic gébm c6 glucose, fructose va lactose. Theo nhiéu tac gia, trong 1én men cdng
nghiép, ludng hyvdratcarbon thusng tir 5-20% nhung théng thuong trong khoang
12%. D& vdi glucose, lugng cho vao qua trinh 1én men lién tuc dé dat viéc san
xuiit to1 da acid lactic 14 60 g/l, véi saccharose 12 78,2 g/l. Viée st dung tinh bit
gitp gidm gia thanh nhung can xit ly trude véi enzym dé bién ddi dén maltose va
glucose.

Ngudn nitd bd sung thudng sit dung nhit cho viée 1&n men 8 vi khuan lactic
12 dich chiét men, sau d6 1a dich thiy phén protein tif nhiing nguén khac nhau
nhu casein, dau nanh... Cac ngudn nitd gitp vi khuin lactic ting trudng tét
dang ké do vay lugng acid lactic sinh ra cfing tang theo. Dich chiét men gitp cho
[én men acid lactic t6t nhat vao khoang 5-15g/l, ¢6 thé két hdp véi viée bs sung
(NH4),S04 theo ty 1é 1:3.

Cac nguyén td vi lugng khac nhu phospho, kali, magié va luu huynh anh
hudng khéng ré rét dén viée tang trudng cua vi khuén lactic (Bdng 5.1). Ngugc
lai vitamin B, rat quan trong dén viéc sinh téng hdp acid amin clia vi khuin
lactic do vAy citng anh hudng dén su tang trudng va tao thanh acid lactic.

Viéc khudy tron tée ¢ cham khoang 50 rpm/phut trong lic 1én men déng vai
trd quan trong dé trén déu méi trudng nuédi dudng, nhiét 89, thong khi, thoat hai
tao ra trong qua trinh 1én men va nhu vay dam bao vi sinh vat trao d6i chat tot
hon. Vi khuan lactic c6 loai va nhiét (nhiét dé phat trién té1 thich tiur 45-62°C)
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hoac khéng (nhiét do phat trién t8i thich tit 25-45°C). Véi L. delbrueckii can
nhi¢t d6 dam bao tu 37-45°C: 6 45°C lugng acid lactic tao ra khoang 4,9%, & 40°C
lugng acid lactic tao ra khoang 4,2%, khi nhiét dd tang dén 50°C ludgng acid
lactic san xuat ra chicon 2,1%.

pH trong qué trinh lén men tao acid lactic phai git ti 4,5 1rd 1én, t6t nhat 1a
th 5.5-6,5. V&i L. delbrueckii néu pH dam bio bang 6 sé phat trién 94,7%, pH
6,5 s€ glam con 67,1%, ¢ pH 5,5 chi con 67,1% va lugng acid lactic ciing giam di
tudng ving. Cac chat diéu chinh pH 1a cac mud NaHCO,, Na,CO,, cic chat kiém
NaOH, NH,OH. Lugng acid lactic thé cé thé dat duge tit 71g/l, néu dung
R. oryzae, lugng acid lactic ¢6 thé dat ~80g/l. Hién nay acid lactic cht yé&u san
xuit bing phudng phip nudi ciy ban chim trén méi trudng 1éng (submerged
culture).

Quy trinh cong nghé

Sau day gioi thiéu mdt quy trinh 1én men acid lactic trong ndi lén men
lién tuc:

V61 90 lit méi trudng nusi dudng, trong d6 gom (t4t ca theo trong Iugng): 9,5%
protein; lactose 4%; dich chiét men 1,5%; K, HPO, 0,3%; MgS0,7 H,O 0,04%;
MnSO, 4 H,0 0,015%; Tween RTMB&0 0,1%; cystein hydrochlorid 0,006%.

Méi truong dude tiét trung va gid ¢ 45°C, ciy vao 18g ddng kho L. helveticus
+53 g Flavourzyme (mdt exo—peptidase cua hang NOVO, Copenhagen, Denmark),
i trong diéu kién yém khi trong 9 gid. Qua trinh 1&n men lién tuc kéo dai 34
ngdy dude gii cac thdng sé sau (tinh theo trong lugng): protein 0,35%;
Flavourzyme 0,01 %; lactose 4%. pH mdi trudng duge gii 4 5,75 bang khi
amoniac (t6t hon so vdi dung NaOH vi diy ciing 14 ngudn nits). San pham dude
14y ra theo van téc 1 lit/phut, lugng acid lactic trong d6 ¢6 thé dat trén 4%.

Viéde tach acid lactic trude hét bing siéu loc dé loai cac vi khudn lactic con
s6t trong dung dich sau dé chinh vé pH 5,8 véi NaOH hay Ca(OH), d€ chuyén
sang dang sodium hay calcium lactate. Sau dé6 pH dude chinh vé 1,6 véi H,SO,
va hdn hgp duge chay qua cot sic ky véi nhua trao déi cation trudec dé duge can
bang 8 pH 3,09 biang riia c¢ot véi H,S0O, loing. Rua giai acid lactic ra khéi ¢t
vé H,S0,, giit pH cét thap hon hay t61 da 8 3,87, lic nay acid lactic ¢6 thé dat
trén 25%.

Viéc tinh sach c6é thé két hop nhua trao d6i ion véi hai 1an tham tich ion
(electrodialysis) va cudi cung véi cot trao d8i cation hay anion néu cdn thiét.
Acid lactic thu dudc cé thé dat téi 80 — 90% lugng dudng st dung ban dau khi

lén men.
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Bang 5.1. Mt s& méi trudng tiéu biéu dé nubi, giir géc vi khuan lactic

Thanh phan (g/L) Moi truong RMS Moi truang LC Moi truang SY
Pepton ) 10.00 - -
Trypticase 10.00

Cao thit 10,00

Cao nam men 5,00 10,00 20,00
KH,PO, 2,00 - -
K,HPO, 6.00 2,50
Drammodium citrat 2,00 2,00 -
Glucose 20,00 20,00 -
Saccharose - - 100,00
Tween 80 1 1 -
Sodium acetate 5,00 25,00 -
MgSO,.7H,0 0.58 0,58 -
MnSO,.4H,0 0.25 0.15 -
FeSO,.7H,0 - 03 -
Agar 15 15 15

Trung tim kiém soat

7 4 ToTmemmet

! i i |D <3

L | [
= —
Alkal] . k)’\ !
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Y ; !
» ' ! Cas F lrer
F > : l‘ | ’
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—_— Bo phan
Ihing - loc
trgn A F
C éi Thu
, hoach
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AN é . % 3
Nitroyer Nbi 1én men Kiém tra

Hinh 5.4. So dd san xuat acid lactic bing phuong phap Ién men lién tuc

F, Loaican. F,: Kiém soat néng d6 san pham. F,: Bo phan loc k&t hop nhua trao ddi ion.
F,: Mdi trudng sau khi loat tap dugc tai s¢f dung
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1.2. Acid gluconic

Acid gluconic duge phat hién nam 1870 boi Hlasiwetz va Habermann.
Nam 1880, Boutroux tim thay cac vi khuan sinh acid acetic ¢6 thé sinh ra
acid gluconic. Nam 1922, Molliard tim thiy acid gluconic t Sterigmatocystis
nigra (may 1a Aspergillus niger). Nhu cau hién nay trén thé gigi ¢6 thé dén
60.000 tan hang nam. Trong td nhién, acid gluconic ¢6 nhiéu trong cac san
pham tir stta, ruou vang (Ldi 0,25%) va dam (t61 2%), do vay hién nay acid
gluconic duge s\t dung nhicu trong cong nghé thyc pham nhtt chat diéu chinh
hudgng vi (F, 574), chat biao quan ban chit tu nhién hoic chinh pH trong rucu
vang, nude ép trii cav... Trong duge phaim chd yé&u 1a st dung cac dang mudi
sat (tri thidu mau), mudi kém, mudl caleium (tri thiéu kém, calei) cua acid
nay. Muoéi sodium gluconate duge su dung nhu chelat cua cic ion kim loai héa
tri 2 hodace 3.

O\/

1O

H——OI1
HO——1 Q

Ol
1——Oll 0
H——OW oll
K Ol
ol

Hinh 5.5. Céng thuc cla acid gluconic (A) va glucono-3-lactone (B)

Acid gluconic ¢6 thé san xuft bing phudng phap héa hoc bdi sy oxy héa
bang dién cuc nhém aldehyd tai C1 ciia beta—D—glucose sé cho ra glucono—8-
lactone (C4H,,0,) va H,0, sau dé glucono—8-lactone sé duge thuy phin cho ra
acud gluconie (hinh 5.6) nhung gan diay phuong phip lén men wvi sinh vat
chiém vai trd chd dao vi nhing uu diém manh mé véi gan 100% glucose sé
chuyén thanh acid glucor-lic va khéng can nhiéu buéc tinh khiét héa.

Co ché

Su chuyén héa thanh acid gluconic tir glucose theo qua trinh trong hinh
5.6.
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u-D-glucose

glucose-6-phosphate hexohinase

Spontancous or mutarotase

A4

B-D-plucose

Glucose

Glucose oxidase
dehydrogenase

D-glucona-§-lactone
Glueo se-6
phosphale
dehydrogenase D-plucono-8-lactonase or

spontaneous

Gluconate

D-pluconic acid dehydrogenase

Gluconokinase
or phosphomonoesterase

2-keto-3deoxygluconate
6-phosplhiogluconata

6-phosphogluconate KDG aldoluse
dehydrogenase

2-keto-8deo xy-6-

1§ hogl t
phosphogluconate ribulo se-5-phosphate + CO, pyruvate +

glyceraldehyde
KDPG
aldolase
2-pyruvate

Hinh 5.6. Qua trinh chuyén héa tao acid gluconic

B-D- glucose

11,0,
GIIL:{(HJS? catalase
oxiaasce FAD[{

Glacono-§-lactone

Lactonasc/
spontaneous

<—H:()

Gluconie aeid

Glucose +120, — gluconie acid

Hinh 5.7. So d6 oxy héa glucose badi A. niger



TAac nhan

Ban dau Penicillinum species (P. glaucum) duge st dung nhung hién nay
Aspergillus da chidm vu thé (hinh 5.7). Viéc st dung qua trinh 1én men nhiéu
giai doan, ban chim véi Acinetobacter suboxydans, A. methanolicus ciyng dang
duge ap dung. Ngoai ra nim men nhu Aureobasidium pullulans ciing duge mét
6 tac gia sti dung. Vi khuan nhu Pseudomonas savastanoi cing cé thé tao acid
gluconic nhung ¢6 nhiéu san pham phu nhu 2-ketogluconat (do enzym gluconic
acid dehydrogenase tac dong trén acid gluconic) hodc 2,5—-diketogluconic acid
(enzym 2-ketogluconic acid dehydrogenase Lic ddng trén 2—ketogluconat).

Fnzyvm glucose oxydase (B—D—glucose: oxygen 1-oxidoreductase) ti vi sinh
vat 8 oxy hoa glucose cho ra acid gluconic. Enzym nay dude cam tmg bdi nong
d6 cao cuia glucose, pIli khoang 5,5 va muc dé bio hoa oxy trong méi truong nudi
dudng nhung khéng bén khi nhiét do trén 50°C. Tac dong cha enzym chi dat
5% ¢ pH = 2, 35% & pH = 3 va dat té1 da 100% & pH = 5,6. M6t s6 tac gia cho
ring enzym nay la ngoai bao nhung mot s8 khace thi cho rang diy la enzym noi
bao hay ti peroxisome. Gen glucose oxydase tu A. niger cé thé duge chuyén vio
Saccharomyces cerevisiae da lam cho enzym nay c¢é thé ngoai bio, tiét ra mai
truong 181 75—400 pg/ml.

Lén men

Ngubdn hydratcarbon quan trong nhat 1a glucose nhung dé giam gia thanh ¢é
thé su dung dich thuy phéan tinh bét, dich ép mia, ri dudng... Cling can xi 1y sat
néu ham lugng cao bai kali ferrocyanid K,[Fe(CN)y]. Viéc tao acid gluconic cing
bi anh hudng bdi ion kém, magié, calci, sat... Cac diéu kién chung dé t51 uu hoéa
viée san xudt acid gluconic: néng d6 glucose phai tir 110-250g/L, nits va phosphat
phai 6 ndéng dd thap (20 mM), pH tit 4,5-6,5, cudng d6 théng khi cao vdi ap suat
4 bar.

O nam men Aureobasidium pullulans, nhidu phuong phap 1én men lién tuc
hay khong lién tuc dude 4p dung, cic y&u td pH, oxy, nhiét d6 qua trinh lén men,
thong khi hay thanh phan méi trudng nudi dudng dugc nghién citu. Trong dé néu
pH = 6,5 cho hiéu su&t chuyén d8i téi 94% va gidm chi con 67,8% tai pH = 4,5.
Nhiét dé 29-31°C la thich hgp nhat.

Luu y ring trong chuyén héa glucose thanh acid gluconic, viée bat dong nam
sgi nhu A, niger déng vai tro quan trong bing cich st dung ndi 1én men khéng
canh khuay hoac gia mang bing ccllulose. Chung A. pullulans DSM 7085 st
dung gia mang la da thiy tinh x6p da san xudt 375g/L acid gluconic trong 22 gio
bang phuong phap Ién men lién tuc.

Quy trinh cong nghé

Hén dich bao tit cua A. niger duge chuin bi t nudi cdy bé mit trén mbi
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trudng vian sau dé sé cho viio néi lén men d pH 6.5 vi nhiét d6 30-33°C, ty 1&
1:10. Qua trinh 1én men di kém vdi su théng khi rat manh (ap suit téi 4 bar) kéo
dai 60—70 gid. ¢4 thé két hgp véi toéce d6 quay 420 vong/phut, pH trong qua trinh
gl tir 4,5-7.

M6i truong nudl can cé glucose 100-250g/1it, ham lugng thAp phosphate
ciing nhu nguon nitd (chi khoang 20mmol/lit), su ting trudng nhu vay cua A, niger
sé dan dén viée oxy héa glucose. pH 1a moét yéu t& quan trong, can giit ti 4,5-7
trong d6 pH ¢ 5.5 1a thich hop nhit.

Bal déng nam sgi A. niger bang viée sit dung ndi 1én men khéng cé canh
khuiy, két hgp calcium alginate, caleium alginate agar sé& giup dat nang suit
5¢/1%i0 trén 100g/] glucose ban dAu va néng dé acid gluconie dat duge 1a 80g/l.
Véi gia mang bang cellulose ¢6 nhiing 16 nho dé bat dong A. niger khi 1én men
ning suAt dude cai thién dang ké: sau qua trinh }én men lién tuc kéo dai 61
ngay, ndong do acid gluconic ¢6 thé dat dén 120-140g/L.

Viéce tach acid gluconic sé trude hét loc loai bo vi sinh vat, Sau dé trung hoa
v8i chat kiém nhu Ca(QH), dé ¢6 calcium ghuiconate. Ttia chit nay biang cich
thém NaCl va nhiét dé lanh. Thém vao H,SO, sé tao tia CaSO,. Dich con lai cho
chay qua cot trao déi cation dé hap phu s8 ion Ca'* ¢on sét lai. Dich thoat ra sé
duge k&t tinh acid gluconie & —10°C, ¢é thé két hgp véi dung mbi cn.

1.3. Acid citric

Acid citric ¢6 nhidu trong céng nghiép thuc pham, céng nghiép héa hoe va cong
nghiép duge pham.
Acid citric ¢6 cong thue:
Ol
H()OC—CIlg—é—C[lg—COOH
A‘OOI[

Acid citriec dude Scheele ¢6 lap tif nam 1784 tu dich qua chanh va dén nim
1945 dich qua dda la ngudn nguyén liéu duy nhit trong ky nghé.

T nam 1893, nha-thue vat hoe ngusi Duce 1a C. Wehmer da phat hién méc
Aspergillus niger trén moi truong chita duong va ¢6 mat CaCO, sé tich lay acid
citric. Nam 1916 Curric céng bé két qua cia nhiing ¢déng trinh nghién cdu san
xud't acid citric bang A. niger. Nam 1926, ngudi ta dia nghi ra phudng phap su
dung mdéi trudng acid dé huin luyén mée A. niger va chon duge nhidu chiing ¢
thé chuvén héa duge dén 65% dudng thanh acid citric. T nhiing nam nay acid
citric di duge san xudt tir vi sinh vat theo phudng phap bé mat. Thue chat day la
sut 1én men oxy héa hay la oxy héa khéng hoan toan. Vi sinh vat hé hap hiéu khi,
nhung san pham lai 13 nhiing hop chat hiu ¢d duge oxy héa moét phan.
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Cd ché&
Su chuyén hoéa thanh acid citric c6 thé dugdc biéu dién nhu sau:
CeH 1206
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Hinh 5.9. Con dudng chuyén hda thanh acid citric
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Tac nhan

Nhiéu vi sinh vat nhu Aspergillus niger, A. clavatus, A. wentii, Penicillium
luteum, Mucor periformis, A. fumaricus, A. japonicus, Botrytis cinerea di dudgc
st dung dé ché tao acid citric, nhung chi ¢6 mot vai chiing Aspergillus niger dude
dung trong ky nghé vi dé nuéi ciy, bén viing vé mit di truyén, cho hiéu suit cao
va khong tao nhiing tap chit khéng mudn cé.

Lén men

Hién nay ngudi ta thudng nudi mée A. niger trén méi trudng ran hoic mai
trudng 1ong. O mbi trudng 1ong, 18p dich thudng ¢6 chidu day khodng 6 — 8 cm.
CAc sgi nAm phat trién trén b& mat va chuyén héa dudng thanh acid citric. Nong
dd dudng ban diu thudng cho vao khoang 15 — 20%. Thoi gian nudi cdy kéo dai
10 ngay. Nhiét dé dung tu 28 — 30°C, ludng dudng dude chuyén héa thanh acid
citric @&n 80%, pH mai truong hic dau 6,8 — 7,0 sau dé ha xuéng 4,5 dén 3,0.

Acid citric duge tao thanh qua cic phan dng cua chu trinh Krebs. D¢ tao
dude acid nay cAn phai tc ché nhiimg phan tng tiép theo. Thiéu st la nguyén
nhin co ban gay ra su san xuidt thita acid citric. Trong cic nguyén lidu dung dé
san xuit acid citric nhu r1 dudng, ngudi ta phai loai sit bing cach két tua ching
bing ferocyanid kal K, [Fe,(CN),]. Chat nay déng thoi ciing Uc ché enzym
isocitrat dehydrogenase. Kim loal ning thudng kim ham vi sinh vat 1én men.
Bing cich bd sung cac ion dong (150 mg/l) ¢6 thé san xuiat thua acid citric ma
khong can loat sit. Bs sung kém (0,5 mg/l) hay mangan (3 mg/]) cing dudc.

Nam 1930 phuong phap 1én men chim dude 4p dung dé san xuat acid citric
nhung phai giai quyét tét nhiéu théng s6 Anh hudng dén san xuit nhu :

1. Chon loc chung vi sinh vat (6 Nga thudng dung A. niger 288/9).

2. Thanh phan cita mdi trudng va chon cd chat : nong d6 dudng phai xap xi
15% va néng db cic chiat dam kha nhd dé tranh su tao thanh oxalat, pH phai
thap va dude khéng ché bing cach cho thém calci carbonat.

3. Ham lugng phosphat dudi 0,01%.

4. Bat budc phai xit ly so bd cac dudng dé gidi han chat ché ham lugng ca
mdt s6 nguyén td kim loai nhu sit, mangan, kém va déng.

5. Kiém soat nhiét do tir 35 — 40°C tuy theo chung.

6. TAm quan trong cia mdi trudng U vé chit lugng va s& ludng.

7. Thong khi phai hét siic manh liét va viéc st dung oxy nguyén chit hay
hén hop véi nitd 12 can thiét véi moét vai ching, nhd thé méi dam bao dude hiéu
suit bidn d6i dén 100% trong 6 — 9 ngay. Kiém soat hé tao bot.

Hiéu suit % acid citric dude san xuat phu thudce vao ngudn carbon dude gidi
thiéu theo bang sau day:
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Nguodn carbon Hiéu suat %

Tinh bot 715
Glucose 72

Ri ¢t cai duang 64 — 72
Ri duong mia 63 -61.9
Saccarose 72
Budng ngd 79.7

Lén men citric theo hai phuong phap: 1én men bé mit va 1&n men chim. Phudng
phap 12n men bé mit trén mai trudng long duge dung rong rii trong cong nghiép
san xuit acid citric.

Lén men bé mdt trén méi truong long

Dung cu 1én men 1A khay nhédm ho#c thép khéng gi c6é kich thude khic nhau
tay thude vao cac gid dung budng lén men. Cé thé ding sit hay gb lam khay,
nhung bén ngoii cin son nhiing 1ép son chiu acid.

Sau day gidi thidu mot s8 méi trudng 1én men:

1. Méi trudng dinh dudng dé1 véi chung Asp. niger 82 chita 150 g dudng saccharose;
0,25 g MgS0,.7H,0; 0,5 g NH,NO,; 0,16 g KH,PO,; nudc viia du mat lit.

2. Méi truong Currie (%): dudng 12 — 15 g; MgSO, 0,25 g; NH,NO, 0,2 g; KH,PO,
0,1g;pH=3-3,6

3. Mai truong Deolger (%): dudng 14 g; MgSO, 0,023; NH,NO, 0,223; KH,PO,
0.1;pH=1,6-2,2

4. buong 10%; NH,NO, 0,25%; KH,PO, 0,01%; MgS0O,.7H,O 0,03%; ZnSO,.
7H,0 0.0008%; pH = 5,5 — 6

C6 thé dung ri dusng thay dudng, nhung can phai xu 1y trude khi pha méi
trudng: trén ri dudng véi nude (mdt phan ri dudng, hai phan nudc) thém 0,9%
tanin (so véi ri dudng). Tanin trude khi ding dude hda tan vao nude néng réi méi
dé vao ri dudng. Pun néng dich dusng t8i 80 — 90°C trong 30 phut, dé ling. Lay
phin dich trong va pha mdi trudng, tinh toan sao cho dé€ c6 ndéng 44 dudng cin
thiét. Trudng hop ri dudng nhiéu sit sé thém K, [Fe(CN),] dé loai sit :

4Fe* + 3[Fe(CN),]* — Fe,[Fe(CN),

Mbi truong pha xong can phai loc va thanh tring, réi cay gidng bio tu, cho
lén men trén cac khay cé 16p méi trudng day khoang 2 — 8 cm va ¢6 thdai khi da
loc trén bé miat khay, nhiét d6 budng 1én men giit 6 28 — 32°C.
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Lén men bé mit ¢6 thé thuyc hién qua hai bude 6 bé sung dudng: nudi méce
khoang 48 — 60 gid trén 18p moi trudng 2 — 3 cm tao thanh mang méc, ta bs sung
vao phia dudi dich dudng 12 — 13% (khéng ¢6 mudl khoang) ning 16p méi trusng
day té1 8 em. Tiép tuc 1én men 8 ngay.

Lén men trén méi truong rdn

Mbi trudng ran duge chuin bi L cam va nude (ty 1¢ 1:1), hap 1 gio, tai ra
khay thanh 16p mong cé chiéu day 2 —3 em. CAy bao W Asp. batatae (ty 1é bio tu
la 0.3%), nudi 4 — 5 ngay. C6 thé thay cAm bing khoai lang khd hoiic bot sin
tron trdu. Phudng phap d6 sé thich hop véi diéu kién nude ta hién nay : hiéu qua
kinh t& cao. Mat vai bao cio gan diy cho thay cé cd sé nghién cttu cdy méc trén
bdt sin thu dude acid citric véi hidu sudt 8 — 4 kg bot san cho 1 kg acid.

Lén men chim

Qua trinh 1&n men nhan giéng nhu trong san xuit khang sinh hodc cac acid
amin. Cho méi trusng vio cac thung 1én men, thanh trung ¢ 110 — 120°C, lam
ngudi téi 32 — 34°C, tiép giéng bao ti hofic dich nhin gidng. Nudi ¢ 32°C, khuiy
va thai khi lién tuc. Thdi gian lén men 6 — 7 ngay.

Vi su tich tu acid citric pH méi trudng giam pH xuéng 1 — 1,5 nén can cho
thém CaCO, vao mdi trucng dé gidm d6 acid (chu y : ciAn phai git cho méi truong
luén ludn cé6 phan ving acid). Sau khi ké&t thie 1én men, dung H,S0, @€ chuyén
calei citrat thanh acid citric.

Quy trinh cong ngheé

~ Lén men chim dudc iing dung cham hon, tuy nhién hién nay 14 chu yéu.

— Tach té& bao dude thuc hién qua hé théng loc trdng quay (tréng cé mang loc
bao gobm ngodi ngdm mdt phan vao dich 1én men, trong hiit chan khéng 1Am nudc
bi hut vao trong va sgi nAm bi gid lai trén mang).

— Taa acid citric: dich sau loc chda citric acid hda tan duge tia dudi dang
citrate calcium do phan dng véi d4 vél bst min (lime) trong thiét bi tua. Citrate
caleium duge thu hdi khoi dich 18ng.

— Chuyén citrate calcium trd lai thanh citric acid do phan ung véi acid
sulfuric.

— Tinh sach citric acid qua cac ¢t tdy mau (decolorizing), trao déi cation,
trao déi anion va tay mau lAn cubi.

- K&t tinh: dich tinh sach dude dua vao thiét bi cho béc hdi va két tinh.

~ Ly tam tach nuée cot dé thu tinh thé.

— Say cac tinh thé citric acid va sang loc tinh thé to va nho.

- Bio quan thuong pham.
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Céac quy trinh chi khac nhau 8 bude dau (phu thudc vao kiéu 1én men), cac
bude vé sau tir tach t&€ bio, thu san pham va ché bién nhu nhau (hinh 5.10).

Lén men chim

— Lén men bé mat Khi ra
Bon nouyén liéu | R Khi vao Khi ra
Ihung tron l i
moi tradng \ /N ,
\ _/ \ -/
\ VAN /
\ _/\ /
\ _/ \ /
| N _/ \ 7/
L
. .oy { Khi vao
Tach sgi nam o

Tua bing

bot voi <
Hoi nuoc
Phin huy calci citrate
Q Acid sulfuric

Trao déi cation }-J

B
B
['—< Trao doi anion

Q T e

Két tinh hoi nude

T

Sang loc

________ :

"""" j Bao quan

Tach Hoi nuéce
Shy kha !

Khéng khi

Nudc cot

San pham

Hinh 5.10. So dd quy trinh san xuat acid citric bdng con dudnd'1én men
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2. SAN XUAT ACID AMIN BANG CON DUGNG LEN MEN
2.1. Khai quat
Lich su

( Nhat Ban, mét loai tio bién — tdo be — tit lau da duge st dung 1am ngudn
cung cAp huong vi. Ngudi ta chiét ti 14 tdo véi nudce sbi va dung dich chiét nhu
mét loai sup dé ném ném thac an. Hop chat tao ra vi cé trong tao bién da dudgce
GS. Kikunae Tkeda xac dinh 1a glutamat natri vio nim 1908. Sau d6, hdp chat
nay da dude san xuit trén quy md céng nghiép tir lda mi, dau nanh va cac loai
ciy giau protein khéc bing cach thiy phan bing dung dich acid chlohydric dam
dac, nhung hiéu qua kinh té& ciia phudng phap nay khéng cao.

Vao nam 1957, Kinoshita va coéng su di phéan lap va xac dinh mét vi khuan
14 Micrococcus glutamicus (sau dé6 da dude xéac dinh lai 14 Corynebacterium
glutamicum). Vi khudn nay san xuit mét lugng dang ké L—glutamic acid trong
mai trudng nudi ciy va cong nghé vi sinh san xuit natri glutamate bat diu tu
d6. Tu d6, rat nhiéu vi khuan da dude xac dinh la san xuit tot acid glutamic va
dude ding cho cdng nghiép san xuat acid glutamic 8 Nhat Ban. Sau thanh céng
nay, rit nhiéu phuong phap vi sinh da dudc nghién citu va phat trién dé sin
xuit cac acid amin khac. Ngay nay, mét loat cac acid amin duge san xuit bang
phusng phap vi sinh va duge ding trong cac Iinh vuc nhu duge pham, thuc pham,
va trong céng nghiép hoéa hoc.

Bang 5.2. San xuat acid amin & Nhat Ban va trén thé gidi nam 1996

Khéi lugng (tan/nim) Phuong phap
Acid amin
Nhat  Th&gidi ..o  Enzym Héahoc Chiét xuit
tong hop
Glycin 14.000 22.000 X
L—Alanin 250 500 X X
DL-Alanin 1500 1500 X
L-Aspartat 3000 7000 X
L—-Asparagin 60 60 X X
L-Arginin va cac chét 1000 1200 X
tuong tu
L-Cystein va cac chat 500 1500 X X
tuong tu
L-Glutamat 85.000 1.000.000 X

L-Glutamin 1200 1300 X
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Khai lugng (tdn/nam) Phuong phap

‘Acid amin :

Nhat  Thé gigi tc‘?ﬁg‘:qp Enzym Héa hoc Chist xuit
L—Histidin 400 400 X
L-Isoleucin 350 400 X
L-Leucin 350 500 X
L-Lysin 500 250.000 X
L-Methionin 200 300 X
DL-Methionin 35000 350.000 X
L-Phenylalanin 2500 8000 X
L-Prolin 250 350 X X
L-Serin 100 200 X X
L-Threonin 350 4000 X
L-Tryptophan 400 500 X X
L-Tyrosin 70 120 X
L-Valin 400 500 X X
L-Dihydroxy
L—pheny!alanin 150 250 X
D-Phenylglycin va cac 3000 5000 X X

chat tuong ty

Cac phuong phap san xuit céng nghiép
Hién nay c¢6 ba phuong phap san xuit acid amin:

1. Phuong phap trich ly cac acid amin ti dich thuy phan protein. Phuong phap
nay diung dé thu nhan L—eystein, L—ystin, L-leucin, L—asparagin, I—tyrosin

2. Phuong phap tong hdp héa hoc. Phuong phap nay diing dé san xuit glycin,
alanin, methionin, tryptophan

3. Phuong phap 1én men vi sinh vat
Trong cac phudng phéap trén, phudng phap héa hoc thusng cho 1 hén hdp cac

dang déng phan L va D-acid amin. Do dé viéc tach dang L (dang thich hdp cho
dinh dudng) hét stc tén kém.

Cac phuong phap vi sinh dé san xuat acid amin dude phan loai nhu sau:

1. Phudng phap st dung cac chiing vi khuin hoang dai (L—glutamic acid,
L-alanine, L—valine)
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2. Phudng phap st dung vi khuin dot bién (L-lysin, I.—threconin, L-arginin,
[—citrullin, L—ornithin, L—homoserin, L—tryptophan, I—phenylalanin, L—tyrosin,
[.~histidin, ...)

3. Phuong phap thém cac tién chat ( L-throenin, L-isoleucin, 1 ~tryptophan...)

4. Phudng phap enzym (acid l—aspartic, L—alanin, I.—cytein, L—dihydroxy—
phenylalanin, D—p—hydroxyphenyl—glycin...)

5. Phucng phap st dung cac dong vi khuan dude tao ra bing cac ky thuat
bién d6i gen, protein va chat chuyén héa hodc su két hop cia cac ky thuat trén
(hvdroxy—I.—prolin)

Théng tin vé viée san xuat dude tém tit 8 Bang 5.3.

Vi sinh vat san xuét

Hién nay cac chiing st dung trong céng nghiép déu 1a nhitng dang dét bién,
dude tao ra bing cach xi 1y cac tac nhan dét bién, sau dé tién hanh chon loc
céng phu nhiam thu duge cac ching khéng chiu su chi phai ciia cac quy luat kiém
soAt trao dd) chat nhu de ché& ngude (feedback inhibition) va vtc ché& (repression)
sinh téng hop cac enzym tham gia vao qua trinh sinh téng hdp acid amin, hoac
12 cac dot bién khang duge cic dong ddng cta cac acid amin.

Bang 5.3. Chlng vi sinh vat san xuat acid amin bang con dudng 12n men

Loai acid amin Chung sr dung Nérzg/zuét Nguén carbon
Dl-alanin Microbacterium armmmoniphitlum 60 Glucose
L—-alanin Streptomyces coelicolor 3 — 19 9 Glucose
L-arginin Brevibacterium flavum 35 Glucose
L-phenylalanin  Corynebacterium glutamicum 9 Glucose

Corynebacterium glutamicum >100 Glucose
L—glutamic acid  Brevibacterium flavum 98 Acetat
Arthrobacter paraffineus 82 n—alkans
L-histidin Brevibacterium flavum 10 Glucose
L—leucin Brevibacterium lactofermentum 28 Glucose
Corynebacterium glutamicum 39 Glucose
L-lysin Brevibacterium flavum FA 1 — 30 57 Glucose
Brevibacterium flavum 75 Acetat
L~methionin Corynebacterium glutamicum 2 Glucose
L-ornithin Corynebacterium glutamicum 26 Glucose
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Ning suit

Loai acid amin Chilng sir dung @/ Nguén carbon
L—prolin Brevibacterium flavum 29 Glucose
Brevibacterium flavum 18 Glucose
L—threonin E. coliK12 27 Acetat
E. coliK12 55 Budng An
L- tryptophan Corynebacterium glutamicum Px 115-87 12 Glucose
L-tyrozin Corynebacterium glutamicum Ps 20 18 Glucose
L—valin Brevibacterium lactofermentum No 487 31 Glucose

2.2. L-Glutamic acid

Glutamic acid dudc san xuat bdi vi khuan Corynebacterium glutamicum trong
moi truong ¢6 ndng dé dudng va cac ion aminonium cao, nong dé khoang chat
thich hgp va néng dé biotin giéi han, diéu kién hiéu khi, Lugng L~glutamate tao
ra trong mdi truong nay khoang 100 g/l trong 2—3 ngay.

Nhiéu vi khuan khac cling tao ra nhiéu glutamic acid nhu Brevibacterium flavum,
Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterium thiogenitalis, va Microbacterium
amoniacphilum. Dic diém chung cla cac chung nay la: Gram duong, khang hinh
thanh bao tit, khéng chuyén dong, cau khuan, hojc truc khuan; tat ca déu cin cé
biotin dé phat trién. Ngay nay, ngudi ta cho la cAc vi khuan nay déu thudc gidng
Corynebacterium,

Nguédn carbon thudng dude diing nhat la glucose, thu dutde bang cach dung
enzvm thuy phéan tinh bdt bap, khoai tdy, va sin. Ri dudng phé& thai cing duge
sit dung vi ré tién nhung né lai chita mét lugng 16n biotin lam ngan can su téng
hop glutamate. Vi thé can phai thém vao méi trudng ciac chit hoat tinh khac dé
su tich tu glutamate dude dé dang hon.

Acid acetic va ethanol ciing 1a nhitng nguén cung cAp carbon tét cho su san
xuit glutamate. Ethanol duge su dung sau khi chuyén thanh acid acetic trong t&
bao vi khuan. Vai hyrocarbon nhu n—parafin cing duge xem nhu 13 nguén
carbon, Tuy nhién, ngay nay cac nguén carbon “khéng duong”, nhu acid acetic,
ethanol, khong cdn dude stt dung vi nhitng 1y do kinh té&.

Néng d6 nitd cao can Lhiét cho st san xuit glutamate, va thuc t&€ trong san
xudt da dung khi hay dung dich amoniac, muéi amoni vé cd thich hdp hodc uré.
Cac mudi vé co nhu kali phosphate, mudi sit, mangan ciing quan trong. pH clia
méi truong duge khong ché tit 7-8 bing cich thém khi hay dung dich amoniac

vil cAc ion amonium dude thém vao nhu ngudn cung cip nitd.
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Cac vi khuan Coryneform thudng c¢6 kha niang déng héa dudng manh va
glutamase dehydrogenase la enzym chiu triach nhigm cho viéc tong hop
glutamate. Glucose trong t& bao vi khuan dudc phan hiy bang con dusng EMP
va mét phan ciaa chu trinh TCA, 2—-oxo—glutarat duge hinh thanh trong chu ky
sé& duge amin hda do tac déng cua enzym glutamate dehydrogenase.

Biotin déng vai trd quan trong trong diéu hoa su phét trién clia vi khudn
va su san xuit glutamate. Viéc thém biotin vao dudi nong d6 tér uu la diéu
kién co ban dé sdn xuat tét acid glutamic trong méi trudng. Khi sit dung ngudn
nguyén liéu dau nhu ri dudng cé chita nhiéu biotin, viée thém penicillin vao
mobi trudng nhan thay cho hidu qua tét. Vai acid béo biao hda hoiac ester cua
ching cé tac dung tuong tu penicillin trong san xuét glutamate. Ching dat
bién Corynebacterium alkanolyticum cAn glycerol dude cam ung, sy san xuit
glutamic khéng can thém vao penicillin va khéng anh hudng bdi nbéng d6
biotin.

Cac xU 1y nhu gidi han néng @6 biotin, thém penicillin hay chAt tidy ho#dc cam
(ing chung dat bién cin glycerol cho thay duéi cac diéu kién nay bé mit té bao vi
khuan bi tdn thuong, dan dén sy ro ri glutamate. Ly thuyét rd ri da dude chip
nhan trong mot thai gian dai nhung gan day cé mdt 1y thuyét khac vé su bai tist
glutamate: ¢6 sy hién dién protein van chuyén glutamate trén b& mit t& bao.

Phic hgp 2-oxoglutarate dehydrogenase (ODHC), ¢6 vai tro xic tac cho su
bién d6i 2-oxo—glutarat thanh succinyl-CoA, budc diu tién ctia su téng hdp
succinate trong chu trinh TCA, dudc nhan thiy gidm trong t& bao vi khuan dusi
diéu kién san xuit glutamate. Hoat ddng clia enzym niy trd nén rat thap véi su
hién dién ctia xa phong hodc penicillin (dé han ché lugng biotin). Cac két qua
niay cho thiy mot trong nhiing nguyén nhéin chinh dé gia ting sin xuit
glutamate 13 giam hoat tinh 2—oxoglutamat dehydrogenase, cic gidng vi khuin
pha huy cic gen tao ra enzym nay ciing san xuit glutamate nhiéu nhu cac vi
khuan hoang dai 8 cac diéu kién tang sian xuit glutamate.

Ngoai ra, mdt gen méi phat hién va tao déng 1a dtsR ¢6 thé phuc hdi sy nhay
cAm véi xa phong cla cAc dot bién tit vi khuin san xuit glutamate Corynebacterium
glutamicum. Céc tac gia cho rang gen dfsR nay ma héa cho mét thinh phan clia
phic hop enzym chia biotin va eé vai trd trong chuyén héa acid béo. Ho da ghi
nhan rang su pha hiy gen nay din dén sy san xuit glutamate lién tuc ngay ca
trong diéu kién méi trudng cé chiia nhiéu biotin va cho rang su tding san xuit
glutamate la do sut mat can bing trong qua trinh hiép ddng gitta téng hop acid béo
va tong hgp glutamate. Cac tac gia ciing ching minh thanh céng: cac tic nhan cam
ing gia ting san xuit glutamate nhu Tween 40 va viéc han ché lugng biotin lam

gidm ndng d6 protein DtsR, ma su giAm nay sau dé giy ra su tang san xuit bang
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cach giam hoat tinh cia ODHC. Corynebacterium glutamicum hién nay da duge
giai mi di truyén.

Monosodium L—glutamate duge san xuit rong rii trén thé gidi khoang mat
triéu tdn mot nam biang phuong phap vi sinh. Hai céng ty ciia Nhat 1a Ajinomoto
vi Kyowa Hakko Kogyo, di xay dung nhiéu nha may vi san xuat glutamate &
nhidu nude khac, chi yéu 1a d Péng Nam A, Han Quéc, va ngay nay Dai Loan
cOng san xuiat mot lugng 18n monosodium glutamate. Monosodium glutamate
duge dung trong cong nghé thue pham, ester ehia né duge dung lam xa phong, va
polyme duge dung 1am da nhin tao.

2.3. L-Lysine

L-Lysine dude san xuit bdi cac vi khudn dot bién tit cac ching vi khudn san
xuit glutamate hoang dai bao gom Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium
flavum, Brevibacterium lactofermentum trong méi trudng cé nong dé dudng, ion
ammonium cao, pH trung tinh va di&u kién hiéu khi.

Qua trinh sinh téng hgp L-lysine va L-threonine & vi khuin Corynebacterium
glutamicum duge trinh bay & hinh 5.11. & budc diu tién, hinh thanh
phosphoaspartat til aspartate, qua trinh nay dugc xvc tic bdi aspartokinase,
enzym nay riat nhay cam véi sy dc ché nguge bdi L-lysine va L-threonine. Cac
ching vi khuin dét bién tu dudng homoserine (hoic threonine cdng véi
methionine), thi€u enzym homoserine dehydrogenase, c6 thé san xuit L-lysine
trong méi trudng. Thit hai, cic ching vi khuan d6t bi&n ¢é kiéu hinh nhay cam
vdi threonin hay methionin gAy ra do dt bién trén homoserine dehydrogenase
(hoat tinh thap) cing tac ra mét lugng dang ké L-lysine trong méi trudng.
Ngoai ra, chiing vi khuan dét bién dé khing chat tudng tu lysine cing dudc
diung d¢ san xuit L-lysine va aspartokinase § cic chung nay khéng nhay cam
véi qua trinh {c ché ngude.

Dac diém ctia cac vi khuan san xudt lysine nay dude k&t hdp véi nhau dé tao
ra mot chung ¢6 kha nang san xuit lysine manh hon. Ngoai cac dic tinh cd ban
trén, su dot bién cAn leucine ciing ¢6 hiéu qua lam tang lugng lysine bdi vi
dihydrodipycolinate synthase trong vi khudn dat bién duge giai phéng khoi tinh
trang tc ché bdi leucine. Cac tién chit cho su téng hdp lysine bac gém
phosphoenol pyruvate, pyruvate va acetylCoA. Hon nita, nhiéu dét bién dudc
cam dng trong cac vi khuin san xuit lysine nhim cung ciAp d01 va can bing cic
tién chat; nhu dét bién mat pyruvate kinase va giam hoat tinh pyruvate
dehydrogenase, v.v... Ngoai ra, dét bién can alanine cfing duge ghi nhan 1a ¢é
hiéu qua trong gia ting lugng lysine.
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Hinh 5.11. Diéu héa sinh tdng hgp lysin
ASA: aspartate—3—semialdehyd; DDP: dihydro-dipicolinate; DAP: a, c—diaminopimelat

Ngay nay, gen cla cic enzym chiu trach nhiém cho sit sinh téng hop lysine &
Corynebacterium da duge tao dong va xac dinh trinh tu nucleoctide. D6 14 cac gen
cua aspartokinase, aspartate semialdehyde dehydrogenase, dihydrodipycolynat
synthase, dihydrodipycolynat reductase, tetrahydrodipicolinate succinylase,
succiny! diaminopimelat decarboxylase. Hé théng tao dong-biéu hién cia
Corynebacterium da dude thist 1ap va st dung dé dua cac gen ma hoa cac enzym
chiu trich nhiém cho sinh tdng hop lysine, cho thiy ching cé hiéu qua trong viée
gia tang lugng lysine tao ra. D6 14 cAc gen cta aspartokinase, dihydrodipycolynat
synthase.

M6t gen mdi, /dc, ma héa cho lysine decarboxylase dugc tim thiy bén
canh gen cadA & Escherichia coli da dude biét trude dé va enzym dudge tinh
ché& t¥ ching siéu biéu hién. Lysin decarboxylase, duge ma héa béi Ide, dudge
san xuit lién tuc b8i K. coli, trong khi gen cadA mi héa cho enzym cam tng.
Sut tén tai mot lysine decarboxylase mdi 8 Corynebacterium san xuat lysine va
nghién ctu hiéu qua cua viée loai bo gen d6i véi viée san xuit lysine dang rat
duge quan tim,

Ngudi ta di tao dong mot gen mdi phat hién 1a lysE tu Corynebacterium
glutamicum va nhan thiy chiing ma héa cho chit van chuyén dac hiéu lysine ra
khoi t& bao. GAn dAy cac nha khoa hoc d4a phén tich cAu hinh khéng gian trong
mang dé1 véi sdn pham cia gen nay va nhan thiy né thude vao mot ho cac protein
c6 & moét s6 vi khuan nhu Escherichia coli, Bacillus subtilic, Mycobacterium
tuberculosis, va Helicobacter pylori. Ngudi ta cho ring cic protein trong ho LtsE
xuc tac cho sy van chuyén cic chat tan sinh hoe quan trong bao gbm céc acid
amin ra khoi t& bao.
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Lysine duge dung lam chiat bé sung chs thie dn gia cim, Ign vi cac thie an
thudng dang nhu ngi cde, dau nanh khéng béo chua it lysine, ]a mdt acid amin
thiét yéu cho vat nudi. Lugng L-lysine dude san xuat trén thé gidi hing nam
khoang 400.000 tan, duge cung cap chu yéu bdi cac céng ty Ajinomoto, Kyowa
Kogyou, ADM via BASF,

2.4. L-Threonine

L-Threonine dude san xuat boi cac chiing vi khuin dét bién di dudng va/hay
ciic ching vi khuan dét bién dé khang chat tuong tu threonin va cac chung dude
tao ra bing céng nghé gen. D6 1a cac vi khuan Escherichia coli, Corynebacterium
glutamicum, Brevibacterium lactofermentum, B. flavum, Serratia marcescens, va
Proteus regrettii.

Cac vi khuan dét bién di duéng L-lysin, diaminopimelat, hay L—methionin
¢6 thé san xuit L-threonin trong mai trudng nhung khong dat ning suat da dé
Ap dung san xudt. Mot chimg vi khuin dot bién dé khang chit tuong tu
[~threonin (acid a—amino—3-hydroxyvaleic (AHV)) cé thé sin xudt L-threonin
v enzym homoserin dehydrogenase cua chung nidy khéng nhay cam vdi qua
trinh c ché& ngude cua L—threonin (hink 5.11). Cac chiing vi khuin san xuit
nhiéu L—threonin hon dudc tao ra bang cach két hgp cac dot bién di dudng va dot
bién dé khang AHV. Cac chiing S. marcescen dot bién san xuit L—threonin dugc
tao ra bing ky thuit gidi nap vdi phage. Chling nay c¢é cac dac diém nhu sau:
khi¢m kbhuyét enzym thoai héa L—threonin, dot bién trén aspartokinase va
homoscrine dchydrogenase lam mat nhay cam vdéi qua trinh Ge ché& ngudge cua
L—threonin, d6t bién & cac enzym sinh téng hop L—threonin lam cho ching
khéng bi e ch& bdi I.—threonin, dt bién trén aspartokinase lam mait nhay cam
v6i su uc ché ngude boi L-lysin va dat bién 8 aspartokinase va homoserine
dehvdrogenase 1am cho ching khéng bi dc ché bai L-methionine.

Cac ky thuat tai t6 hop ADN da dude dung dé cai tién cic chiing san xuat
L—threonin. Mét chiing dot bién cAn threonin cia E. coli dude chuyén thé béi cac
gen cua threonin operon thu dude tir cac vi khuan dé khang AHV va khéng nhay
cam véi qua trinh vc ché ngugce nhim ting su biéu hién cic enzym va tang lugng
L—-threonin. Chung E. coli dét bién trong ADN nhiém sic thé cing dude tao
mang cac gen bidu hién manh cia threonin operon 13y tit cac vi khuin dé khang
AHV va khéng nhay cam v8i qua trinh e ché nguge véi ky thuat dét bién su
dung phage Mu. Chiing nay dude ding trong sin xuit L~threonin & Phap. San
lugng L-threonin ctia cAc ching vi khuin nay dude tém tit & Bang 5.4. E. coli
dét bién ting san xuat threonin cé thé tao ra 100g/l L-threonin trong 77 gid, do
Okamoto va céc cong su tao ra va cho ring gidng vi khuéin nay c6 mét s4 khiém
khuyét vé chiic ning hap thu threonin.

San xuit L-threonin tir vi khuan da duge bit diu tit nhiing nim 1970, cac
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chiing vi khuan d6t bién di dudng va dé khang cAc chat tudng tu duge nubi ciy
trong diéu kién c6 sy hién dién cac acid amin ma céc vi khuin d6t bién cin.

L-Threonin 14 mét acid amin thiét y&u cho con ngudi va vat nuéi nhu lgn,
gia cam. N6 duge dong lam chit b8 sung cho thic 4n déng vat, dude phim, thue
an, my pham. Trén thé gidi, méi nam san xuit khoang 13.000-14.000 tan.

Bang 5.4. San lugng L-threonin cha céac chling vi khuan dét bién

Giong Thai gian (h) Lugng (g/!) Téc do (g/lih) Tac gia

C. glutamicum 90 52 0,58 Katsumata
B. lactofermentum 100 58 0,58 Ishida

S. marcescen 96 100 1,04 Masuda
E. coli 72 65 0,90 Shimizu
E. coli 77 100 1,30 Okamoto

2.5. L-Aspartic acid

L—aspartate duge tao ra bing phudng phap ding enzym mét giai doan tu
fumarate va amonia; phudng phap hai giai doan tir maleate qua trung gian
fumarate. Sy chuyén d8i tu fumarate sang l—aspartate dudec xuc tac boi

aspartase va ti* maleate sang fumarate bang maleate isomerase.

Maleate isomerase Aspartase
Maleate — Fumarate i = L-aspartate

San xuat L—aspartate céng nghiép bing enzym dude bit ddu ti nim 1960
v81 hé théng san xuit theo 16 dung E. coli c¢é aspartase hoat tinh cao. T nam
1973, aspartase chiét xuit ti E. coli dudc ¢d dinh trén nhua trao d6i ion va
L—-aspartate dudc san xuit trong mét hé thong phan ing lién tuc st dung cbt
enzym cb dinh do Chibata va céng sy tién hanh 8 céng ty Tanabe Seiyaku. Mot
hé théng khac trong dé t& bao vi khuan E. coli dude c¢é dinh trén gel acrylamid
cing dudc bit dau dung vao niam 1973 va san xudt céng nghiép bdi cong ty
Tanabe Seiyaku. Vao nim 1978, tac nhan c6 dinh duge d8i thanh K—carageenan,
mdt loai polysaccharide thu dudc tif tao bién. Su thay déi nay cai thién ding ké
san luong aspartate thu dudc va dat 100 tAn/thang vdi ndi phan ting 1 m® Tai
My, viéc c¢6 dinh t& bao vi khudn E. coli véi aspartase hoat tinh cao dung
polyurethane va polyazetidin, trong dé polyazetidin cho hoat tinh aspartase cao
55,9 mol/h/kg t& bao uét.

Trong nhiing nam 1990, mét hé théng san xuit L-aspartate niéi da duge dé
xuit. Trong hé théng nay, cac t& bao cia vi khuin coryneform nguyén ven d
trang thai nghi dugc st dung khéng ¢8 dinh ma sit dung mang siéu loc. Chung vi
khuan nay c6 hoat tinh maleate 1somerase va aspartase cao nhd ky thuat bién
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déi gen. Cac plasmid duge dura vio t& bao va gi@ én dinh; t& bao dugc st dung lai
nhi¢u lAn ma khéng bi m4t hoat tinh va ly giai.

L-Aspartate duge dang trong dich truyén dinh dudng, phu gia thuc pham,
nguyén liéu dau téng hgop chat lam ngot nghéo ning lugng aspartame, aspartyl—
phenylalanine methyl ester. Gan day, nghién cltu sii dung L—aspartate lam
nguyén liéu diu dé san xuat polyme duge nghién ciu nhiéu do trong phan ti cé
ba géc phan ung va cic polyme tao thanh c¢é thé phan hiy sinh hoc. N6 duge
dung nhu xa phoéng, tac nhan chelat héa hay x1 1y nudc.

2.6. L-Alanine
L—alanine dugc tao ra tu L-aspartate bing phudng phap mét giai doan su

dung aspartate p—decarboxylase.

Aspartate B-decarboxylase .
L-aspartate P e L-alanine + CO;

Vi khuin Pseudomonas dacunhae dudc phan lap, dinh danh, va duge chon la
chung vi khuan dude st dung trong san xuit L-alanine vi chiing cho hoat tinh
aspartate B—decarboxylase cao nhat. Ban dau, L-alanine duge san xuat bing
cach cd dinh P. dacunhae trén polyacrilamide tai cong ty Tanabe Seiyaku. Céc
t& bao vi khuin duge ¢d dinh trén é—carageenan, mét polysaccharide thu duge ti
rong bién. Cac vi khuin ¢ dinh dude nhdi vao cot va cot dude dung cho vide san
xudt lién tuc L—alanine. Hé théng phan ing cét kin dude thiét k& va dung trong
san xuit [—-alanine. Qua trinh dudc tién hanh 8 4p suit cao, ngan ngita khi
carbonic thoat ra. Cot nay dude ndi tiép vdi hé thong san xuit L-aspartate dé cé
thé san xudt L-alanine truc tiép tU fumarate. Tuy nhién trong hé théng nay,
phan ng phu gay ra bdi fumarase va alanine racemase & ca hai vi khuan E. coli
va P. dacunhae lam giam hiéu suit dang ké. Cac enzym nay bi bit hoat bing
chch xit Iy riéng t& bao hai vi khuéin nay & nhiét @5 cao va pH thap. Sau dé, viéc
¢é dinh ching trén K—carageenan cho phép san xuit L-alanine trong mét binh
phan itng ma khéng tao ra cac san phim phu nhu malate va D-alanine:

. aspartase Aspartate B-decarboxylase i
FFumarate + NH; P L-aspartate » L-alanine + CO;,
malate D-alanine

I~alanine dudc san xuidt 10 tdn/thing véi hé théng coét Ap suit cao.
L—alanine dudc dung trong dich truyén dinh dudng, 14 mét chit phu gia tat do ¢6
vi ngot va tac dung kiém khudn.

2.7. L-Cyteine

I-Cysteine d4 dude san xuit biang cach chiét xuat tit 16ng téc sau khi duge
thiy phan bing acid manh. Tuy nhién, quy trinh nay cé nhiéu vdn dé nhu dai
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hoi nhiéu nang lugng, ning mui, tao nhiéu chat thai acid, ngudn léng téc khong
chic chan, Vao nhitng nam 1970, phucng phap san xuit IL—cysteine bing enzym
gua ba giai doan di dudc cdng ty Ajinomoto thiét 1ap va san xuit L-cysteine ti
DL-2-amino—A’~thiazoline—4—carboxylate (DL-ATC). Cac enzym xudc tac gbm cé
DI-ATC racemase, I1~ATC hydrolase, S—carabamoyl-L-cysteine (SCC)
hvdrolase:

L-ATC L-ATC hydrolas; S-carabamoyl!-L.-cystein SCC hydrolasd L-cystein

T ATC racemase
D-ATC

Mot chiing vi khuian dude phian lap ti dat va dinh danh 1a Pseudomonas
thiazolinophilum c6 hoat tinh san xuit L—cysteine tit DL-ATC cao nhat. Cac
enzvm chiu trach nhiém cho sy chuyén déi ¢6 thé cam ung va viéc thém
DIL-ATC vao méi trudng can thiét dé ¢é hoat tinh enzym cao. Thém Fe?' va Mn**
vao mél trudng ciing gép pbhan cho viée ting cudng hoat tinh enzym. Phan ting
dude dién ra bang cach cho cac t&€ bao ¢6 hoat tinh cao vdi enzym vao hén hdp
phan 1ing ¢6 chitza DL-ATC. Thém hydroxylamine, mét chit tc ché cac enzym
phu thudc vitamin B6, vao phan dng cé tac dung ngin can su thoai héa
L—cysteine tao thanh do e ché cysteine desulfhydrase. Vi khuan dbt bién thiéu
enzym nay ciing duge ding trong céng nghiép san xuit L—cyteine. L—cysteine
tao ra trong hén hop phan ving bi oxy héa thanh L—cystine do su théng khi trong
qua trinh phan ung va két tda & dang tinh thé. Lugng L—cyteine thu duge ti
40 g/l DI-ATC khoang 31,4 g/l, hiéu suit 95% vé s6 mol. Céng ty Ajinomoto bat
diau san xuit L-cyteine bing phudng phap enzym tif nim 1982,

S—Carboxymethyl-L—cysteine ciing dude san xuit baing phudng phap tudng tu
vo1 nguyén liéu ban dau thich hop.

L-Cysteine dude dung lam hoéa chat, dudng téc, chat phu gia thuc pham.

2.8. L-DOPA (LL-3,4-dihydroxyphenylalanine)

L-DOPA (1-3,4—dihydroxyphenylalanine) dugc san xuit tt pyrocathechol,
pyvruvate va amoniac bing phan ting enzym mét giai doan st dung tyrosine
phenol-lvase:

Tyrosine phenol-lyase

Pyrocatechol + pyruvate + NHj > [.-DOPA

Tyrosine phenol-lyase (TPL) 1a enzym da chiic ning phu thudc pyridoxal
5—phosphate va xiuc tac cho su thoai héa tyrosine thanh phenol. pyruvate va
amonia. Day la phan dng thuan nghich, va khi thay pyrocatechol cho phenol
trong phan ung nghich sé tao ra L-DOPA.

Erwinia herbicola dudc chon dé san xuat L-DOPA tir 1041 chung vi khuan
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duge khao sat. Didu kién nuéi cAy dé thu cac L& bao ¢é hoat tinh cao TPL va diéu
kién phan Gng téng hgp L-DOPA da duge 161 wu cho vi khuan nay. Cac té& bao
duge nudi cdy ¢ 28°C, 28h trong mdi truong nén chia 0,2% I—tyrosine, 0,2%
K,HPO, vi 0,1% MgSO,.7H,0 (pH 7,5). Cac chit dinh dudng khic nhau duge
thém vao mdi trusng vdil nhing ludng khac nhau. Viée thém cao nim men, cao
thit, polypepton, va dich thuy phan protein dau nanh vio méi trudng nén lam
gia tang sy phat trién t& bio ciing nhu su hinh thanh TPL. Sy tc ché di dudng
sinh téng hop TPL xay ra khi thém glucose, pyruvat, va a—ketoglutarat vao mai
truong véi néng doé cao. Ngudn carbon thich hgp cho sy phat trién ctia t& bao
cimg nhu su tich tu enzym 1 glycerol. Su tao enzym gia tang dang ké khi
glveerol duge cho vao madl trudng ciing vdi succinate, fumarate hoic maleate.
TPL 12 mét enzym cam tng do dé viée thém vao méi trudng [—tyrosine 1a can
thiét cho su hinh thanh cia enzym. L-Phenyl-alanine khéng phai 1a chit cam
ting cho sinh téng hop TPL nhung né hoat déng nhu tac nhan hiép luc vé
sy cam Uung bt L—tyrosine. Hoat tinh TPIL ting lén nim lin khi thém
L-phenylalanine déng thoi véi l—~tyrosine vao moéi truong. T& biao vi khuan
E. herbicola c6 hoat tinh TPL cao dude chuin bi bing cach nudi ciy 3 28°C trong
28 gid trong mdi trudng chita 0,2% KH,PO,, 0,1% MgS0,.7H,0, 2 ppgm Fe®*
(MgS0O,.7H,0), 0,01% pyridoxine. HCl, 0,6% glycerol, 0,5% succinic acid, 0,1%
DI—methionine, 0,2% DL-alanine, 0,05% glycine, 0,1% IL—phenylalanine va 12
ml dung dich thiy phan protein dau nanh trong 100 ml nude, pH duge gitt @ 7,5
trong sudt quai trinh nuéi cdy. O didu kién nay, TPL tich lily trong t& bao vi
khuan E. herbicola chi€m khoang 10% téng Iugng protein hoa tan trong té bao.

Phan tng tong hop L-DOPA bang enzym dude tién hanh trong hé thdng san
xuit theo 16 véi cac vi khuin E. herbicola cé hoat tinh TPL cao. Do pyruvate
khéng bén trong hén hgp phan ing & nhiét dé cao vi thé téng hgp L-DOPA thich
hop & nhiét dé thap. Phan tng dude tién hanh & 16°C, 48 gid trong hdn hop ¢b
chita nhing lugng sodium pyruvate khac nhau, 5 g ammonium acetate, 0,6 g
pvrocatechol, 0,2 g sodium sulfite, 0,1 g EDTA va té bao vi khuan duge thu ti
100 ml mbi trudng, trong téng thé tich phan ting 100 ml. pH dude didu chinh &
8.0 bing amoniac. Ctt 2 gid, sodium pyruvate va pyrocatechol dude thém vao mbi
trudng dé duy tri néng dé ban dau. L-DOPA thu dudc téi da khi néng d% sodium
pyruvate dude gitt 6 0,5%. Pyrocatechol va pyruvate dugc thém vao gian doan
nhim tranh TPL bién tinh va tranh su tao thanh cac san pham phu. Sodium
sulfite duge thém vao dé gid cho phan ung 8 trang thai khi, tranh oxy héa
L-DOPA tao ra. L-DOPA khéng tan trong méi trusng phan Ung va xuit hién o
dang tinh thé, tdng lugng thu duge khoang 110 g/l.

Co ch& cam ting va Uc ché& caa TPL & E. herbicola da dugc nghién citu cho
thay sinh téng hgp TPL duge diéu hoa & mic ¢6 phién ma. mARN cia TPL tang
1&én khi thém tyrosine va giam khi thém glucose vao mbi truong. TyrR box, mot
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vung giéng operator duge tim thay ¢ phin 5' cua gen tpl, gen ma héa cho TPL.
TyrR box 1a vi tri gin dién hinh trén ADN noi protein diéu hoa TyrR gan vio va
diéu hoa su phién ma cua regulon gém cic enzym hay véu & van chuyén chiu
trach nhiém trong sinh téng hgp cac acid amin thom hay van chuyén chiing qua
ming t¢ bao.

[.. DOPA Ia tién chét ciia chit trung gian dan truyén than kinh dopamin va
duge dung trong diéu tri bénh Parkinson, bénh do st thiéu hut dopamin trong
nio. Trén thé gidi, I-DOPA dude san xuidt khoang 250 tAn/mam. Né duge san
xuit chu yéu bang phudng phip héa hoe trong mdt quy trinh gbm 8 giai doan
phan tng gém ca gial doan xu ly déng phan quang hoc (Bang 5.5). Phusng phap
san xuit L-DOPA bing enzym 1a phuong phap mdt giai doan don gian va hién
nav 1A mét trong nhiing quy trinh kinh té& nhit. Quy trinh nay lan dau tién dude
ap dung tal céng ty Ajinomoto vao nam 1993,

Bang 5.5. So sanh phuong phap san xuat L-DOPA, hoa hoc va enzym

Phuang phap enzym Phuong phap héa hoc

Nguyén liéu ban dau Pyrocatechol, pyruvate, amoniac Vanillin, hydantoin, acetic
anhydric, hydrogen

Sé luvgng céac phan (ing 1 8
Phan giai quang hoc Khéng Can
Trang thiét bi Thiét bi 1én men binh thudng Thiét bi chuy&n dung
Thai gian (ngay) 3 15
San pham phu H,0 NH;, CO,, acetate

2.9. D-p-Hydroxyphenylglycine

D—p-Hydroxyphenylglycine (D-HPG) la nguyén liéu dAu trong ban téng hop
cac penicillin va cephalosporine, nhu amoxcillin, cephadoxel, D-HPG dudc san
xuit tt DL—p-hydroxyphenylhydantoin (DL-HPH) bang phuong phap enzym
har grail doan. _

DL-HPH duge téng hop tir sy amidoalkyl héa phenol. DL-IIPH dudc thiy
phian hoan toan thanh N-carbameyl-D-p—-HPG bang hydantoinase cua vi
khuin. N—carbamoyl-D-p—HPG sau dé duge thay phan tao D-HPG bang
N—carbamoyl-D—p—HPG hydrolase ctia vi khuan :

hydantoinase

D-p-Ok-phenylhydantoin » N-carbamoyl-D-p-HPG
Racemic héa nr nhién D-carbamoylase
L-p-Ol-phenyihy dantoin D-p-IHPG



DL-HPH dé bi déng phan héa tu nhién trong méi trusng cé6 pH hoi kiém
nhiung khéng phai véi N—carbamoyl-D-p-HPG. Sau d6 trong sudt phan ng, chi
D-HPH bi hydantoinase thuy phan tao D-HPG théng qua N—carbamoyl-D-p—
HPG. L-HPH bi ding phin héa va thiy phan bdi hydantoinase dé tao D-HPG.
Cudi cing DL-HPH trong hén hgp phan tng duge thiy phan hoan toan dé tao
D-HPG.

D-hydantoin hydrolase hoat tinh cao duge tim thiy & cac vi khuin thude ho
Bacillus, Pseudomonas, Aerobacter, Agrobacterium, Corynebacterium vi cic xa
khuan thue chi Streptomyces, Actinoplanes. D—carbamylase hoat tinh cao dudge
tim thay & nhiéu vi khuan khic nhau thude chi Agrobacterium, Pseudomonas,
Comamonas, va Blastobacter. Gen cta hai enzym nay dude tao dong va chuyén
vio K. coli dung lam ngudn cung cip enzym. Dé giit D—carbamoylase bén khi tai
st dung, ky thuat dot bién ngiu nhién dude Ap dung trén D—carbamoylase ciia
Agrobacterium. Ba enzym dét bién bén vdéi nhiét dude tao ra, cac dét bién nay
xay ra trén cac acid amin His57, Pro203 va Val236. Cac d6t bién dudge phdi hgp
la1 trong mdt phan td va enzym doél bién, chita b6 ba dot bién His57Tyr,
Pro203Glu va Val236Ala bén ¢ nhiét d§ cao hon 19°C so v8i enzym hoang dai. Té
bao vi khuin E. ¢oli dot bién nay dude ¢ dinh va dude s dung trong coéng
nghiép dé san xuit D-HPG cung véi D—hydantoinase dudc ¢d dinh. Néi phan
ing diing D—carbamoylase ¢8 dinh c¢6 thé st dung trong mdt nim ma khéng can
b4 sung enzym mé:.

Phuong phap dung enzym san xuit D-HPG dudc bit diau tir 1980 tai
Singapore va ndi phan tng dung D—carbamoylase ¢6 dinh duge ap dung vaoe nam
1995. Hang nAm trén thé gidi san xuit khoang 2000 tan.

2.10. Hydroxy-L-Proline

Trans—4-hydroxy-L—proline hay cis—3-hydroxy-L—Proline duge san xuit tit
[.-proline bang tac déng tuong ing cha L—proline 4-hydrolase hay 3-hyrolase.
Mbt co chdt khac 1a 2-Oxoglutarate dude cung cip khi thém glucose vao hén hgp
phan dng:
4-hydroxylase

L-Pro + 2-oxo-glutarate + O, 4-OH-Pro + succinate + CO;

L-Pro + 2-oxo-glutarate + O3 3hydroxylase 3-OH-Pro + succinate + CO;
Trans—4—-hydroxy—I.~proline 14 thanh phan cta protein trong md dong vat
nhu collagen va duge chiét tir collagen sau khi thiuy phan véi acid manh. Viéc
tim thay L-proline hydroxylase mé ra trién vong san xuit L—proline bing
cnzym vi sinh vAat,
L—Proline 4-hydroxylase dugde tim thiy 8 cic xa khuéin tac etamycin thudc
chi Streptomyces, Dactylosporangium, Amycolatopsis. 1—Proline—3-hydrolase
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dugce tim thav ¢ cac xa khuan tao telomyein thuée ho Streptomyces, va vi khuan
thudc chi Bacillus.

Cac gen cua cac proline hydrolase da dude tao dong trén E. coli va cac té bao
sidu bidu hién céc enzym nay duge dung dé cung cAp proline hydrolase cho cong
nghiép san xuat L-hydroproline. Cic gen ciia xa khu&n khé bidu hién & mic cao
trong t& bao vi khuan E. coli va phan gen ma héa cho ddu N tan cta enzym dude
bién ddi dé phu hop véi ma di truvén cua E. coli. Ngoai ra, promoter cua trp
operon ciing duge dua vao thanh hai ban d vi tri promoter cua gen trong plasmid
dé dat duge muc siéu biéu hién. Nhiing bién 481 nay lam ting bidu hién ctia 4—
hydrolase 1én 1400 1an va ctia 3—hvdrolase 1000 1an so vdi ching ban dau.

2--Oxoglutarate. madt trong nhiing ¢o chit cua qua trinh hvdroxy! héa, dudc
cung cap tir glucose trong méi trudng phan tng théng qua con dudng chuyén héa
EMP va chu trinh TCA trong E. coli va san pham succinate duge tuidn hoan.
Ngusi ta tao ra E. coli @6t bién khiém khuvét enzym thoai héa L—proline va
dung no lam t& bao chu cho san xudt L-hydroxyprolin.

Su dung E. coli 1am té& bio chu trong san xuAat proline cho phép san xuat truc
tiép l.—hvdroproline tir glucose. Trong trudng hop nay, cic gen sinh téng hdp
I—proline da duge dét bién khang (e ch& dude dua vao E. coli cing vél gen cua
[—proline hydrogenase.

Cong nghiép san xuit trans—4—hydroxy—L—proline da duge bat ddu vio nim
1997. 4-Hydroxy—L—proline dude dung lam nguyén liéu diu trong téng hop hoéa
hoc bat déi, nguvén liéu san xuit thude, my pham va phu gia thuc pham.

3. SAN XUAT VITAMIN

Vitamin gi@t vai tro quan trong trong cic qua trinh trao d8) chit cia cd thé
song va la chat chuyén héa so c4p (primary metabolite). Ching tham gia vao cac
qua trinh trao déi chat dudi dang cac coenzym. Cac vitamin dude san xuat bang
cac phuong phap:

- Chiét xuat tir ddng vat, thuc vat

— Téng hop hoic ban téng hop héa hoc

- Téng hop bang vi sinh vat hodc c6 két hdp phuong phap héa hoc

Phan 16n cac vitamin dude tdng hdp hoie ban téng hdp bing phudng phap

héa hoc. Cac vitamin téng hop bang phuang phap vi sinh ¢6 thé ké dén: vitamin
B,,, vitamin B, (ribollavin).

3.1. Vitamin B,,

Vitamin B,, ¢é tén 5 6-dimethylbenzilmidazol cobamid cyanid hoac 5,6—
dimethylbenzimidazol cvanocobamid hoic cobalamin, cobamid, dugde Rickes va



cing su phan lap diau tién ti7 gan déng vat nam 1948 va dudc s dung diéu tri
bénh thiéu mau,

Phan td gom hail phin: phan mang mau ciu triic giéng porphyrin, ¢é chia
nguyén td cobalt vd mét ribonucleotid vdi géc base nhin purine la 56—
dimethylbenzimidazol (hinh 5.12). N&u thay phin base nay bang cac base khac
sé dugde cac din chat gan véi vitamin B, nhung khéng cé tac dung sinh hoc
(pscudovitamin). Vitamin B,, kéL tinh mau d4 sAm, khéng mui vi. Day la
vitamin tan trong nudc, trong cac dung dich trung tinh, trong c¢on, khéng tan
trong cac dung dich ether. benzen... Bén trong moéi trudng acid, chiu dude tac
déng anh sang trong mdi truong kiém, trong méi trudng ¢ kim loai ning thi bi
phan huy nhanh chéng.

Hinh 5.12. Cong thirc vitamin B,

Trude diy vitamin B, dude chiét tit gan déng vat (khoang 10 mg/1 tin gan).
Hién nay viée san xuit B,, chu yéu bing con dudng }1én men vi sinh vat tit cac
chung: Propionibacterium shermanii ATCC 13673 hoic Propionibacterium
freudenreichii ATCC 6207 hay Pseudomonas denitrificans. Té bao cna cic vi
khuan nay chia mot lugng dang k€ vitamin B,,. Ngoai ra trong qua trinh lén men
streptomycin nhd xa khuan Streptomyces griseus va 1én men chlorotetracyclin nhg
S. aureofaciens cing cho san phim phu la vitamin B,, vao khoang 2 mg/l. Ngoai
ra con ¢6 mot s6 vi sinh vat khac sit dung dé san xudt vitamin B,, trong céng
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nghiép. Bén canh dé, qua trinh 1én men dang metan trén ba rugu ciing thu duge
san pham giau vitamin B,, diing cho muc dich chan nubi.

Qu4 trinh 1&n men vitamin B, bing vi khudn Propionibacterium shermanii

e Giong vi khuin Propionibacterium shermanii: tryc khuin nha, Xép
thanh déi hoic chudi, ky khi hodc hi€u khi khéng bat bude, Gram dudng, ¢é kha
niang lén men acid lactic, glycerin, glucose, fructose, lactose nhanh chéng tao
acid propionic, acetic, CO, ... Vi khuan tang trudng manh & pH 4,5 — 7,5 nhung
tao vitamin B,, nhiéu nhat & 5,8 — 7,5. Nhiét d3 thich hdp cho sinh trudng va
sinh téng hop vitamin la 28 — 30°C.

¢ Cac budc chi yéu trong qua trinh tao vitamin By,: trude tién l1a qua
trinh tao porphyrin, sau d6 gian phan ribonucleotid vao. Su téng hgp porphyrin
lién quan chat ché véi cac sin pham ctia chu trinh Krebs.

o Lén men: gidng duge nhan lén cap 1 rdi cidp 2 dé cung cip dn sinh khéi
cho qua trinh 1&n men. Vitamin B,, giit chitc ning nhit dinh trong trao déi chit
cua vi khuén. Pay 1a coenzym ctia nhiéu enzym trong qua trinh sinh téng hop
nucleotid va tham gia vio nhiing qui trinh x3y ra trong giai doan sinh trudng
manh cua t& bao vi vay vitamin B,, dudc tao thanh song song véi su gia tang
sinh khéi ctia vi khuin trong nhing ngay dau. V8i P. shermanii thi giai doan
dau nudi cdy trong didu kién ky khi (khodng 3 ngay) ¢6 bé sung tién chat
5,6—dimethybenzimidazol dé ngin can viéc téng hgp vitamin B,,, cho phép tich
tu cac chat trung gian (goil chung la cobinamid). Sau d6 la giai doan nudi ciy
hidu khi va thédm dimethybenzimidazol vao dé bién d6i thanh vitamin.

- Méi truong:

+ Ngudn carbon: glucose, cao ngd. Trong thdi gian 1én men néu bs sung glucose
lién tuc sinh khoi sé tiép tuc gia ting trong ca qua trinh

+ Ngudn nitd: amoni sulphat

+ Cac chit khac: cic mudi kim loai anh hudng rd rét dén sy sinh téng hop.
Thém vao méi trudng muéi cobalt thi hiéu xuat tang dang ké vi vay cAn bé sung
vio méi trudng vdi ndng dd 3-5ug /1. Néu trong méi trudng cé chita sit, kém,
sulphat mangan sé& Uc ch& qua trinh sinh téng hap vitamin B,,. Cac vitamin
khac c6 tac dung kich thich tang trudng va ting hi¢u suit sinh téng hop gdm:
thiamin, biotin, acid nicotinic, acid folic... véi liéu lugng thich hop lam hiéu suat
ting gdp 5-6 1an. Vide bs sung 5,6—dimethylbenzimidazole s& lam tang su tao
vitamin B,,, dudc dung lam tién chdt bd sung vao mdi trudng véi nong dé
1-10mg/L.

- Piéu kién ly héa:

+ pH: pH diu ctia méi trudng nhin gidng va lén men khoang 6,8-7. Trong
qua trinh 1én men phai diéu chinh pH do tao ra acid propionic, ¢6 thé dung



CaCO,, NH,OII dé diéu chinh pH. pH té1 wu cho tang trudng va tao vitamin 1a
6.3-7.5.

+ Oxv: thdi gian 3 ngay dau phai tao méi trudng ky khi, mac du vi khuan
hiéu khi tiy ¥ nhung néu 50 gid dau hiéu khi s& lam giam sinh khdi va hiéu
suit tong hdp, 3—4 ngay sau théi khi nhe.

+ Nhiét do: nhiét da toé1 vu cho su 1én men 14 28-30°C, gidi han té1 da cho su
sinh téng hop 1a 32°C

— Thiét bi nuéi cay: phai 1a loai khong gi, chinh vi vay céng nghé san xuit
B,, v41 Propionibacterium shermanii phiic tap so vl cac phuong phap khac
nhung cho hiéu suit 18n men va ham lugng vitamin cao.

- Tdach san phdam: tich sinh khéi bing may ly tam 10.000 vong/phut. Sinh
khol thu duge sady khd 80-120°C tir 10-30 phut 6 pH 6,5-8,5, tiAn nho duge dang
ché& pham thd giau vitamin (trén 1000pg/g) duing cho chin nuéi hosc hoa tan, véi
sy hién dién cta KCN va sodium nitrite, cobalamine thu duge ban dau sé chuyén
thanh cyanocobalamine (vitamin B,,) tinh khiét cao.
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Hinh 5.13. Bién doi dong hoc trong qua trinh 1én men timg mé vitamin B,,

3.2. Sinh téng hgp riboflavin

Riboflavin (vitamin B,) dudc Kulm chiét ra ti trimg vao nim 1933, ¢6 vai tro
guan trong trong qud trinh trao dd1 hydrat carbon, lipid va protein. Day la
thiinh phan cta flavinase, mot enzym cé trong tat ca cac té bao, tham gia vao
qud trinh dinh dudng va hé hap cua sinh vat. Phéan td riboflavin cdu tao ti ba
nhan isoaloxazin v mét phan ti dudng ribose (hinh 5.14).
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Hinh 5.14. Cong thire vitamin B,

Riboflavin san pham thuong mai hién nay dudc téng hdp bing phuong phap
1én men va hoa hoc. Véi phudng phap 18n men thi sinh téng hop tir cac chiing
nam Eremothecium ashbyii va Ashbyi gossypii, ¢6 thé téi hon 20g/L. Riboflavin
duge tao thanh dugce tidt ra ngoai hoic sau qua trinh tu phan.

« Vi sinh vit: gidng nim Eremothecium ashbyii va Ashbya gossypii (Eremothecium
gossypii): ¢6 kha ning sinh téng hdp riboflavin cao, duge dung chu yéu trong
cong nghiép.

Eremothecium ashbyii: ky sinh trén thuc vat, ¢é6 thé sinh san vé tinh bang
bao ti. Trén méi trusng thach cho nhitng khuéan lac tridng lic ¢on non, khi gia
khuin ty c6 thé bi phan hiy, mau vang, qua trinh git gidng cin phai cdy chuyén
dinh ky sau 5-10 ngay.

Ashbyi gossypii: ky sinh 6 nu béng, café vA mét s cAy khac nhu chanh, ca
chua. Nidm cé cidu tao khuan ty phian nhanh va bao td nang. Cac chung nim
dudgc gitt trén mdi trudng thach, trinh anh sing mat trdi, nhiét d6 phat Lrién tot
{a 28°C.

» Nhu cau dinh duong :

— Nguédn carbon: glucose, saccarose, levulose, mannose, ngoai ra cé thé dung
maltose, glycerin..., trén madi trugng tinh bét lugng vitamin sinh ra it. Viéc st
dung phoi hgp véi maltose cho hiéu suat sinh tong hop cao nhat, vi sinh vat
cham gia hon st dung mét dusng glucose (Bang 5.6).

- Ngudn nito: ¢6 thé 1a cic hgp chit vé ¢d hodc hitu cd. Tét nhat la cac
protein déng vat gidu chiltl keo, casein, globulin. Glycin la acid amin lam néng
cao hiéu suét cho sy sinh téng hdp vitamin nay, néu thém vao mdi trudng 0,1%
glycin s& tang hiéu sudt 1én 33%. Ngoai ra dich tu phin nim men, nudc chidt
dau, long trang tring, cao thit,... déu cho k&t qua tét. Cac ngudn nitd vb cd thi
cho sinh khéi phat trién t6t nhung hiéu suit sinh téng hgp vitamin thap.

_ Céac chit tang trudng: thiamin, biotin c¢é6 anh hudng rd téi sy sinh tdng hdp
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vitamin. Dich thiy phan men. nudc chiét mam lua cling ¢6 tac dung kich thich
tang trudng. Pyrimidin v purin cé trong mdi trudng cé tac dung nhu tién chat
cua riboflavin. Cac chit nhu xanthin, guanin, adenin, acid uric hypoxanthin cé
tac dung nang cao hi¢u suit sinh téng hop. Nguge lai uraxin cé tic dung kim
him su sinh téng hop.

- Lipid déng vai tré quan trong trong su sinh téng hdp vitamin, thay thé&
mdt phan ngudn carbon. Khi ba sung chit bco véi luong 0,6—1,2% vao mbi trudng

c6 thé nang hidu suiit gap dsi.
'

Bang 5.6. Anh hudng ngudn carbon téi sif phat trién, sinh tgng hgp riboflavin

Hydratcarbon Sinh khéi Riboflavin Riboflavin
(mg%) (mg%) (% sinh khéi )
Arabinose 15 0,7 47
Xylose 30 0,51 1.7
Rhamnose 21 0.79 38
Glucose 175 7.7 44
Fructose 142 6.5 4,6
Manit 187 584 3,1
Galactose 16 1,06 6.6
Maltose 120 582 4,8
Saccharose 145 7,95 55
Tinh bot 20 0,36 1.1
Inulin 41 0,44 1.1

Nguén carbon tuong d61 thich hgp déi1 véi A. gossypii 12 glucose, saccharose
vd maltose. RI dudng mia va cu cai dung dé nudi sé cho hidu sudt téng hop
riboflavin thap mic dd hé sdi phat trién tt. Tudng tu, chiing moc rit manh trén
moi trudng chita asparagin, biotin, thiamin, inozit vd mét s mudi khic nhung
riboflavin dude tao thanh it. Lipid cé gia tri 18n trong viéc ndng cao hiéu suit
téng hop riboflavin. Glycin ba sung tir 1-3 g/L nhu 1a tién chiat dé tao base mitd
guanine.

Qua trinh 1én men vitamin B, bing nim Eremothecium ashbyii
¢ Lén men

Nudi cay Eremothecium ashbyii dé san xuit riboflavin cé thé thuc hién theo
phudng phap bé mit va phudng phap chim. Tuy nhién trong céng nghiép thudong
dung phudng phap 1én men chim dé sin xuit vitamin nay vi thu dude hiéu suit
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cao. Trong phuong phap 1én men chim, nAm dide nudi trong moi trusng long c6
suc khi.

Mbi truong nudi ciy cd 5% dudng saccharose, 3% dich thuy phin protein.
0.3% cao thit, 1% mam lua mi, 0,35 KH,PO,, 0,25% NaCl. pH ban dau la 6, nhiét
d6 duy tri 6 28'C — 30"C, ty 1é& giéng cAv vio 1a 10%, thoi gian 1én men 12 7 ngay
c6 thé cho hidu sudt 1800meg/l. Trong trudng hdp bd sung chit béo vao mai
trugng c6 protein hiéu suit ¢6 thé tang 100%.

Ty 1& mia lugng riboflavin néi bao va ngoai bao cuia E. ashbyii phu thudce vao
mitc sinh trudng. Dé cho su tao thanh riboflavin binh thudng can phai suc khi
manh. Ion sat ¢é thé kim ham su sinh téng hdp riboflavin.

Dich 1én men dude ¢6 dae, chinh pH 4,5 va sAy khé sau dé két tinh thu san pham.

D& véi A, gossypii, nhiét dd thich hop dé tao thanh riboflavin la 26 — 28°C.
Hiéu suit sinh tong hgp 8 nhiét d6 cao bi giam, nhiédt d6 thap phai kéo dai thoi
gian 1én men. pll 1én men ban diu trong khoang 6 — 7, néu pH dau la 4,5 — 5,5 thi
nim phat trién t6t nhung khéng thuan 1gi cho sinh tédng hgp riboflavin.

Moi trudng 1én men chua 2% glucose, 2% cao ngd, dude bd sung thém ion
Fe tir mau déng vat (1%). Ty lé giong cdy viao la 1% thé tich mai truong. Qua
trinh 1én men trong khoang 4 — 5 ngy va dudc suc khi, hiéu suit thu dude ti
500 — 600ug /ml (hinh 5.16).

San pham riboflavin thu duge bang cich chinh pH vé 4,5, dun moi trudng
nudi cAv sau khi két thue g 60°C trong 3 gid véi bacterial alkaline protease.
Giam nhiét 43 vé 25°C va pH 7, ly tAm thu sén phim tho.
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Hinh 5.15. Bién déi déng hoe theo lugng pepton trong qua trinh 1&n men riboflavin
bang E. ashbyii trong 5 ngay o 28°C.

(®: Riboflavin kho. O: Riboflavin meg/15ml,
X: Riboflavin tinh theo g/100g trong Jugng khé cla soi ndm)
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Hinh 5.16. Bi&n déi dong hoc trong qua trinh Ién men riboflavin
bang A. gossypii nubi cay lac

(O' ba sira + dau dau nanh: |). ba sia + pepton; A: ba sita. Dau dau nanh, pepton cho vao la 10g/L).
3.3. Vitamin C

Pav 1a m6t vitamin cé val trdo quan trong véi sic khoe con ngudi nhung chi
dude phin lap duge t¥ nim 1928 bdi nha sinh héa nguol Hungari A. Szent—
Grvorgyi. K& tir thé ky 15 va 16, cac nha khoa hoc da thay nhiéu trusng hop
thuy tha tf vong trong nhing chuyén hai trinh dai ngay do thiéu thice an tudgi.
Sau dé nude ép chanh da dudc st dung dé phong ngira tir thé ky 16. Tt nam
1996 t61 1984 ¢4 tdi hon 22.000 bii bao khoa hoc néi vé vai trd cia chit nay vél
sic khde con ngudi. Hién nay vitamin C gidl vai trd 1a sdn pham s dung nhiéu
nhat trong nganh dude, héa hoc hay céng nghé thue pham. Viéc thidu vitamin
C anh hudng dén nhidu qua trinh chuyén hoéa trong co thé, dic biét & t& bao
gan nhu 1a téng hop collagen, acid amin, dap {mg mién dich va mdt s8 qua
trinh con chua dudc bidt r6. Cé thé néi vitamin nay gid chic ning khi nhu la
chit mang dién t do vay gildl vai trdo hét sdc quan trong trong phan Ung oxy
héa-khi cia té bio ngudi ciing nhu dong vat, chi ¢6 dang L (+) méi ¢6 hoat
tinh sinh hoc. Vitamin C hién dién nhiéu trong nudce ép chanh, ca chua... Truée
d6 vitamin nay c¢é nhing tén khac nhu: cevitamic acid, hexuronic acid,
scorbutamin. Tit ndm 1965 theo IUPAC-IUB (h6i dong danh phap quéc té hop
chAt héa sinh), tén goi vitamin C hay ascorbic acid (L—ascorbic acid) dudc
théong nhit st dung.



L—ascorbic acid 14 tinh thé tring, tan chay & 192°C. Trong tu nhién, vitamin
C ¢6 hai dang: dang kh (ascorbic acid) hay dang oxyv héa (dehydro ascorbic acid)
(hinh 5.17). Ascorbic acid dang khit hay oxy héa ¢6 thé chuyén d6i qua lai duéi
thc dung chidt oxy héa—khit nhung khi ¢6 su hién dién chat kiém thi cho ra
9. 5—diketogluconic acid (2.5-DKG) khéng cé hoat tinh diéu tri bénh do thiéu
vitamin C (antiscorbutic activity). Trén ngudi va dong vat ¢é vi, thue vat, vi
khuin thi vitamin C duge sinh tdng hop theo nhiéu con duong khac nhau (hinh
5.18). T thuc vat L—ascorbic acid ¢6 thé sinh téng hgp tit D—glucose théng qua
L—sorbonose hoiic qua L—galactose va L-galactono—1,4-lactone dé cho ra L-ascorbic
actd dudi tac dung enzym L—galactose dehydrogenase va L—galactono—1,4-lactone
dehydrogenase.

O (8]
Va 4
¢—o  —0
HO—ﬁ O_Cl
HO'-‘? O_‘f +2H* +2¢
H—? H“‘(|j

CH20H CH20H

Acid L—ascorbic Acid dehydro L-ascorbic
Hinh 5.17. Dang khir va oxy héa cla ascorbic acid

Viéc san xuit vitamin C trude kia phai qua nhiéu giai doan véi nhiéu vi sinh
vat khac nhau hoic ban tong hop trong d6 mét s4'1a phan ung héa hoc, da s6 déu
nham vao viée bién déi 2—keto-L—gluconic acid cho ra ascorbic acid. Trude hét tir
D -glucose sé cho ra l.—sorbose, giai doan nay nhiéu gidng vi sinh vat ¢6 thé thue
hién duge, ¢6 thé ké dén Acetobacter, Alcaligenes, Aerobacler, Azotobacter,
Pseudomonas, Serratia va Xanthomonas.

Ngoai ra c6 thé khit héa D—glucose cho ra D—sorbitol bang phan \ing khit héa
hoc nhung ¢6 it vi sinh vt ¢6 kha nang oxy héa sorbitol cho ra 2-KLG. Sau
nhiing nam 1970, cac nha nghién cdu di tim ra nhiéu vi sinh vat c¢6 thé oxy héa
sinh hoc chuyén L-sorbose thanh 2-KLG nhu Gluconobacter melanogenus IFO
3293 hoic Pseudomonas aeroginosa 1FO 38398. Ngoai ra vi sinh vt nay (tén ci
la Gluconobacter oxydans DSM4025 (FERM BP-3812)) ¢6 thé sin xuit vitamin
C tu D-sorbitol, L—sorbonose va L—gulose (Bang 5.7), san pham tiét ra trong moi
triidng nudi ¢y hoac trong t& bao vi sinh vat.

140



D-Glucose=1-P
ute

~> PP
Y

UDP-Clucose

2NAD +H.O

i 2
N(m-ylucummdah]u| - {\
venobrohies | Y > 2 NADH + 3H-

UDP-CGlucuronate

N

HO . AN

Linh truong, chudt
lang, chudt ODS.
chudt KO G1.O

o0=¢C ! D:,C—
1 H
HO C|: -H 0, H.0: HO—(|)|
HO--C—H O : ‘ HO—IC 2
| | — 'e
H - ?——f \IU H—C- J
HO-—-C~-H HO—C—H
|
CH,oH CH,OH

1.-Gulone-14-lactone

L=Ascorhie acid

Con dudng sinh tong hop vitamin C

(+) RH
Unpy, S ¢UDP
(@) SRR D (b)
Y 4 S - H0
-G luturouate-1-I* \s R-beta-=-Glucuronide
~» UDP
<6 ¢y 7. -
HD HO
' . Chudt KO
A N SMP’30
H--C=0 Sorbinil (|JOO-
H——?—OH V(-) HO_EC_H H,0
HO—C—H  NADPH  HO—C—H 4
D=Glucaronate [ o el
H—-C—OK 8 H—C—OH Y
HeC—OH . HO—C—H
|
coo” ) CH,OH
NAD-.-~
- g L-Gulonate
coo -1
[
RO C H
, c—=0
3-Ketosl -pulonate |
H—C—OH
HO - c|', _n Con duong pentose
CH,OH
12
S -» GO,
' S
CH,0H N CH,OR
. !
=0 ~? H—C—OH
H (I: OH NADP Ho—¢—n —AD
—c— - S
, 13 14
HO—C—H H--C— OH
CH,OH Pentovuria CH,OH
1-Xvlutose \ylitol

CH,OH CH,OH”
?:O ATP ¥|::O
\
HO—C—H S~ »= HO—C —H
15 |
H—C—OH H- C -OH
Lo
CH,0H CH,OPO,

n-Xylulose

D-Xvlulose-5-P

Hinh 5.18. Sinh téng hop vitamin C trén dong vat cé vu
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Bang 5.7. Ning suit tao vitamin C tir nhimg tién chat khac nhau cua
Gluconobacter oxydans DSM4025 (FERM BP-3812)

Lugng Vitamin C tao dugc (mg/L)

Co chat

4h 20h 24h
0.8% D-Sorbital 0 62,3 90,3
0.8% L Sorbose 636,1 908 8743
0.5% L--Sorbose 1365 1117 1044
1% L-Glucose 488.8 1355 1673

M6t phuong phap khéc 1a bién nap gen can thiét: Erwinia herbicola ATCC
31626 ¢6 thé chuyén hoéa D-glucose thanh 2,5-diketo—D-gluconic acid (2,5-
DKG) bao gdbm nhiéu budc véi nhidu enzym, trong khi d6 su chuyén déi 2,5-DKG
thanh 2-keto—I.—gulonic acid (2-K1.G) do Corynebacterium sp. (ATCC 31090) chi
sau mot bude. Chién lude tot nhat 1a thidt k& mét vi sinh vat ¢6 kha ning chuyén
D—glucose thanh 2-KLG la tach gen 2,5-DKG reductase ti Corynebacterium sp.
va cho biéu hién trong Erwinia herbicola. Cac t& bao Erwinia herbicola dude
bién nap gen 2.5-DKG reductase ¢6 kha ning chuyén héa truc tiép D—glucose
thinh 2-KLG vi cic enzym ndi bdo nim 8 mang trong cta vi khuin sé chuyén
D—glucose thanh 2,5-DKG va 2,5-DKG reductase ¢6 trong bao tuong (dude bién
nap it Corynebacterium sp.) sé chuyén thinh 2-KLG. Chat nay c6 thé chuyén
dé dang thanh L-ascorbic acid bang acid. Thém vio d6, bing phudng phap dat
bién diém dinh hudng sé thu dude ddt bién gen 2,5-DKG reductase ¢é hoat tinh
cao hon khoang 2 lan va bén v8i nhiét hon dang enzym tu nhién. Sau d6 2-KLG
c6 thé chuyén déi héa hoce thiy phan dé dé& dang cho ra vitamin C.

Mbi trudng nhin gibng G. oxydans melanogenus IFO 3293 gébm 5% D—mannitol;
0.25% MgSO0,.7H,0; 1,75% nudc ngam bap; 5% dich chiét men; 0,5% uré; 0,5%
CaCO, : 2% agar, nudi ciy 8 27°C trong 4 ngay. Méi trudng nhén gidng cap 2
gbm 8% L—sorbose; 5% dich chiét men; 0,05% glycerol; 0,25% MgSO,.7H,0;
1,75% nude ngam bip; 0,5% uré; 1,5% CaCO,, nudi cdy 8 30°C, 240 rpm trong
20h. Chuyén qua ty 1& 6% méi trudng 1én men cung thanh phan nhung lugng
nude ngdm bap la 3% va chat chong tao.bot 0,15%, nhiét @4 30°C, 180 rpm sau
20 gid da c6 thé cho 407,1 mg/L vitamin C.

Néu nudi ey theo mé (fed-batch) ti G. oxydans DSM 17078, méi trudng gom
100 g/I. D-sorbitol; 0.5 g/L glycerol; 15 g/L dich chiét men; 2,5 g/I. MgSO,.7H,0;
15 g/L CaCO, nhiét @6 30°C, 180 rpm. Sau 48 gig, 150 ml dich nuéi cay cho vio
noi [én men 10 lit (bioreactor) véi 5, 3 lit gom thanh phan 1a 20 g/I. D—sorbitol;
0.5 g/lglycerol: 15 g/l dich chiét men va 2,5 g/L. MgS0,.7H,0. nhiét d6 30°C, pH
kiém sbat ¢ 6 bing cach thém 28% dung dich amoniac, théng khi 4,5 /phit va
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khuay tron 300 rpm. Sau 96 gid. lugng vitamin C thu duge ¢6 thé dat 950 mg/L.
ot s tac gia cho thiav néu thu hoach t& bao vi sinh vat thi trong d6 cling chia
vitamin C.

TU LUONG GIA

1. Uu diém caa san xuit ciac acid amin, acid hitu ¢a t vi sinh vat:
A. Téc db sinh truong cao nhu dong vat
B. Ham lugng protein cao nhat
C. Tao L-Acid amin
D.CaAvaB
2. CaA.B.C
2. Trong phudng phap 1én men vi sinh vat tao acid amin, acid hiu cg, vitamin c6
thé diing:
A. Chi mét vi sinh vat
3. Ba giai doan véi 2 vi sinh vat
C. Hai giai doan v 2 vi sinh vat
D.CaAvaC
E. Nhiéu giai doan két hgp
3. Chung vi sinh vat dung san xuit a.amin, acid hitu cg, vitamin thudng 1a chung
dot bién ¢é tinh chat:
A. Khong chiu tac dong (e ché nguge
B. Sé bi thoai hod mAt ning suAt sau vai nim
(. Khéng chiu tac déng chat dce ché sinh téng hop )a cic enzym tham gia
D. Khong ¢b enzym thoai héa san pham
E.CaA C D
4. Cac ching st dung san xuat L—glutamic ¢6 céc yéu té:

A. Khéng ¢é alpha-ketoglutarate dehydrogenase, giam tinh thAm ctia mang
té bao :

B. Nhiéu enzym L—glutamat dehydrogenase
C. Nhiéu alpha—ketoglutarate dehydrogenase va it ezym L—glutamat dehydrogenase
ND.CaAvaB
E.CaA, B, C
5. Trong san xuAt I ~lysin, acid diaminopimelic dudce st dung:
A. Nhu 12 chat vic ché ngude khi ching da thoi hoa
B. Trong phuong phap hai giai doan, nhu 13 tién chit cia lysin



C. Trong téng hop chat trao d6i bac 2
D. Nhu la chat te ché téng hap cac enzym can thiét cho qua trinh sinh téng hop

. Nhut 1a chat kich thich téng hdp cac enzym can thiét cho qua trinh sinh
tong hop

6. Cac nguyén té vi lugng Fe, Mg, Mn anh hudng giam ning suit chia viée sinh
téng hop:

AL Acid gluconic
R. Acid lactic
C. Acid citric
D. Vitamin B,,
l£.Ca A C D
7. Nguén nitd st dung trong san xuit vitamin B, va B,, phai sit dung:
A. Protein déng vat
B. (NH ),SO,
C. Cao chiét men
D. Mau dong vat
£.CaA,C,D
8. Ky thuat cdéng nghé gen tao dude ching san xuit vitamin C ning suit cao
k&t hap cac enzym:
A. 2,5—diketo—D—gluconic acid
B, 2-keto—-L-—gulonic acid
(. I.—galactose dchydrogenase
D.CaAvaB
E.CaAvaC
9, Chung vi khuin dude st dung trong sinh tdng hgp vitamin B,
A. Propionibacterium shermani
B. Propionibacterium freudenreichii
C. Eremothericum ashbyi
D. Ashbyi gossypil
5. CaAvaB
10. Phan ciu tric cé tac dung sinh hoc caa vitamin B,,
A.Ribonuclcotid goc base 12 5,6—dimetylbenzylmidazole
B.Porphyrin
C. Porphyrin két hgp cobalt
D.CaBvaC
E. Tt ca
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CHUONG I1

CONG NGHE ENZYM

Bai 6
KHAI QUAT VE CONG NGHE ENZYM - PROTEIN

1. KHAI NIEM

Enzym la chat xuc tac sinh hoc, da sd enzym cé ban chit 1a protein, mét sé it
enzym (cac ribozym) c6 ban chit 1a ARN. Tuy nhién, ngay nay viéc ing dung xuc
tac enzym da vugt ra ngoai pham vi cua cac qua trinh sinh hoc. Nhu cac chit
xic tac khae, enzym gitip cho phan tng dat duge diém cin bing nhanh hon.
Enzym khéng thé xic tac phan tng ¢6 su thay ddi nang lugng tu do khong thuan
loi trit khi phan tng d6 ¢6 thé song hanh véi mot phan ing khac c6 su thay déi
niang lugng tu do thuan 1gi hon. Diéu nay ciing thudng géip trong cac hé théng
sinh hoc, do vay khéng nén hiéu sai kha ning clia enzym la c¢6 thé xic téac cac
phan tng ngude véi cac quy luat chung cia héa hoc. Diém khac biét 1én cia
enzym so vdl cac xuc tac héa hoc 12 né giip phan {ng xay ra nhanh hon trong
diéu kiér binh thudng vé ap suit, nhiét dj, pH.

Hoat dong ctiia enzym da dugc biét tir hang nghin nam trudc, su 1én men cua
duong thanh rudu bdi ndm men 1a mdt thi du ¢6 xua nhat cia mdt qua trinh
cong nghé sinh hoc. Tuy nhién, chi dén gin diy, cac dic tinh cua enzym méi
duge hiéu ré. Ngay nay, cac nghién citu vé enzym da budc vao mot giai doan mdéi
voi su hdi tu kién thiic tir héa hoc protein, 1y sinh phan ti va sinh hoc phén tu.
Nho d6 ngudi ta hiéu sdu hon cdu trie, hoat déng ciia protein—enzym va trong
nhiéu trudng hdp ngudi ta cé thé can thiép dé thay déi phan ti protein—enzym
nhiam cai thién hoat tinh hay tinh chat cia né. D6 chinh la céng nghé protein
(protein engineering) — mdt thanh phan quan trong ciia céng nghé sinh hoc.

150N WM SNOX DU 145



Enzym dudc su dung trong nhiéu linh vue khac nhau nhu céng nghiép, néng
nghiép, phan tich va dude pham. Mic dd yéu ciu vé sb ludng va chit luong cua
enzym trong cic linh vuc nay rat khac nhau (Bang 6.1).

Bang 6.1. Nhu ciu st dung khac nhau cla cac enzym

Chi tiéu Enzym cong nghiép Enzym phan tich Enzym dudc pham
Luong st dung Tan Milligam — gam Milligam — gam
Do tinh khiét Khaong tinh khiét Tinh thé tinh khiét Tinh thé tinh khiét
Nguén géc Vi sinh vat, thuang Vi sinh vat, dong vat, Visinhvat, dong
ngoai bao thue vat, thuong ndi bao  vat, thue vat,
thudng ndi bao
Gia san xuét Thap Trung binh Cao

Dén nay, nguoi ta da biét dude hon 2000 loai enzym, nhung chi khoang vai
trim enzym la cé thé thuong mai héa dudge.

2.XUC TAC SINH HOC

Trong céng nghiép enzym di dugdc ving dung lam chit xuc tac trong nhiéu
quy trinh sin xui't héa chit va dudc pham. Nhiéu nghién cttu gan diy cho thay
enzvm ¢6 nhidu dac diém xie tac vu viét gitp noé cé vu thé va ing dung da dang.

2.1. Tinh chon loc cao

Tinh chon loc 13 mét yéu ciu can thiét trong téng hgp cac chat hiu co.
Enzym ¢6 tinh chon loc cao nén chung d4a gép phan giai quyét nhidu van dé nan
giai trong tong hop héa hoc. Tinh chon loc theo nhém cha enzym trén ca céic
phan ti phytc tap ma khéng cin nhém bao vé 1a vu thé co ban cua xiic tac sinh
hoc. Piéu nay gidp giam bdt nhiéu bude téng hgp va do dé rit ngan thai gian
chiém dung ndi phan ng, diy la mét yéu td quan trong cua tinh kinh t& trong
san xuat hoa chat va duge pham. Tinh chon loc cao, vén la ddc tinh dée quyén
cua xtc tic sinh hoc, hién nay ciing ¢6 thé dat duge bing xuc tac kim loai chuyén
tiép, chh y&u dung trong chon loc dong phan hydrogen héa.

Chon loc theo vi tri nhém héa hoc

Enzym cé tinh chon loc cao vé mit vi tri nhém thé (regioselective) nha dé
tranh duge viée phai che chin ciac nhém thé trong téng hdp héa hoc théng
thudng. Mét vi du vé tinh chon loc theo vi tri 12 phan Ung téng hop din chit acyl
héa cia mét dan xudt purine (Nelarabine, dude Glaxo Welcome phat trién dé
Iam tiac nhin khiang bénh bach ciu). Phan ing ndy dude xudc tac bang lipase ¢&
dinh cua Candida antartica typ B véi chat cho acyl vinyl acetat, di dat dude
hiéu suit chuyén héa 99% thanh 5'-monoacetat, chit niy dé& tan hon va do dé
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lam tang sinh kha dung. Bién d3i nay hiau nhu khéng dat dude bing phan dng
acyl héa théng thuong vi né vu tién cho N—acyl héa. Tinh chon loc theo vi tri
trong quy trinh nay dac biét cao, ¢6 it hon 0,1% 3'-monoacetat va dudi 0,3%
3'.5'—diacetat duge hinh thanh.

j\/LJ\ vinyl acetat o=<CIi3\<J fLJ\

NI, NH>

HO

C. amarctica
lipase

HO Ol HO OH
Din xuét Purine (Nelarabinc) San phdm acyl hoa

Hinh 6.1. Tinh chon loc vi tri phan (ng cda xuc tac sinh hoc

Chon loc khéng gian

Phan Ung do enzym xuic téc cé tinh chon loc cao vé mat quang hoc
(enantioselective). Didu nay quan trong dai véi viéc tdng hgp thude, vi déi véi
nhiéu phan td thudc chi mét trong hai déng phan ddi quang 13 ¢6 hoat tinh, do
d6 thuée tinh khiét quang hoc ¢6 hoat tinh cao va it tic dung phu hdn thudc
dang hén hdp racemic. Vi du cac thude khang viém khong steroid (NSAID) thude
nhém 2-aryl propionic acid, dién hinh 1a naproxen, trong nhém nay dong phin
(S) ¢6 hoat tinh manh hon ddng phan (R) (28 1an ddi véi naproxen), do dé6 néu
thuée nay dude cung cidp d dang tinh khi&t quang hoc (S)-naproxen sé cé liéu
dung va doc tinh thap hon dang racemic. Cac thude chen béta nhu propanolol va
ddng van beta nhu salbutamol cing ¢6 ddc diém nay va hién nay déu c6 thé téng
hop duéi dang tinh khiét quang hoc nhd xic tac enzym.

Xie 1ac enzym la cach ti€p can ngiy cang dude ua chudéng dé giai quyét van
dé déng phan quang hoc trong téng hdp hda dude, vi tinh don gian va hiéu qua.
Lipase va esterase ¢6 tinh chon loc ddng phan quang hoc vdi cic cd chit da dang
nhu ester, acol, ester carboxylic va tham chi ca amin.

(S)-naproxen

H;CO

3
OO COOCH;  fipase 4
—»
H;CO H,0 ‘O COOCH;
R,S)-naproxen methyl ester
(R,S)-nap y H,CO

(R)-naproxen methy] ester

Hinh 6.2. Phin gidi déng phan quang hoc bng xiic tac sinh hoc
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2.2. Hoat déng trén co chat da dang

Trude diy, di c6 quan niém sai lac vé& xtc tac sinh hoc, cho rang chiing chi
hoat déng trén cac cd chit ¢6 trong hé théng sinh hoc, do d6 tng dung cua chung
bi gidi han. Tuy nhién, gin day, ngudi ta da ching minh cic enzym c6 thé tac
déng trén cac cod chiat da dang hon nhiéu. Vdéi mdt s8 loal enzym, dic biét hydrolase
(esterase, lipase, protcase,...), doi1 khi tac déng trén cac cd chit khac xa co chat
tu nhién cua chung. Vi du nhu lipase thuy phan triglycerid trong thién nhién
nhung chuing eling xuc tac cic phan ng khac nhu tao ester tir ceten va acol,
hoac amid tit ester va amoniac. Hay lipase duge sit dung dé thily phan ester ciia
naproxen trong hinh 6.2 d trén.

Ngudc lai, tinh chuyén biét ctia co chit cé thé bi gisi han d8i véi nhing enzym
tu nhién chuyén héa cac phéan tit nhd, nhu la catalase hodc aspartase. Va diéu
nay ciing xay ra véi mét sd enzym cliia cac sigh vat bac cao, nhung hau hét cac
enzym U vi sinh vat ¢6 khuynh huéng chip nhan cé chit da dang.

0 0 HO_ o
N—-NHBoc N——NHBoc N NHBoc

Savinase : :
S g
Tién chat racemic Chat trung gian (-)
N
N7 ’ N\>
- )\\

H,N N

HO Abacavir

Hinh 8.3. San xuat abacavir bing xdc tac sinh hoc
2.3. Hoat doéng dudc trong mdi truong khong phai la nude

Pa s6 enzym chi hoat déng duge trong-méi trudng nudc. Tuy nhién, mét sd
enzym, dac biét la cic lipase, ¢6 thé hoat doéng trong mai truong hoan toan khan
nudé. Trong ty nhién lipase hoat déng d pha trung gian nudc—daw, nhung nguai
ta d3 chdng minh lipase ciing hoat déng tot trong cic dung méi nhu toluen,
ether va hydrocarbon no.

2.4. Kha ning dam nhan lugng cd chit cao

Mic di néng doé cd chat 1a van dé chinh trong cac quy trinh xue tac sinh hoe
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nhung van ¢6 rit nhiéu truong hep trong d6 ndng dé cd chit cao 6 thé dat dude,
vi du trong téng hgp Abacavir, ché phidm trung gian quan trong cta chit vc ché
enzym phién ma ngude cua hing Glaxo Wellcome (Ziagen). Budc quyét dinh
trong quy trinh san xuit tac nhan khang HIV nay 1 phai phan giai trong giai
doan diu tién chat Lactame & dang racemic bing mot prote‘sase kiém (Savinase)
dé thu dude chat trung gian tdng hop dang (-). Enzym nay sit*dung néng d6 co
chat 1én té1 100 g/l trong hén hdp tetrahydrofuran va nuée. Luong du chat dai
quang (-), cing la tién chit cta Carbovir, dat trén 99% v4i hidu suit héa hoe la
84% khi ¢6 50% chuyén hoa.

2.5. C6 do bén du cao

Théng thudng, cic enzym cé tinh 6n dinh thap, nhay cdm véi cac tiec nhan
thuang gip trong cac quy trinh téng hop, nén nhanh chéng mat hoat tinh. Diéu
nay cing c6 nghia la chi phi chit xdc tac trong quy trinh sé cao va han ché& kha
ning Ung dung clla enzym trong téng hop héa hoc. Nhung gan day ngudi ta da
¢6 nhiéu tién bd trong cai thién d6 bén cda enzym théng qua viée ¢d dinh chiing
lén cdc gia mang ran. Enzym c6 dinh ¢6 @6 bén cao hon hén so véi enzym tu do.
Mat khac, khi duge ¢ dinh trén gid mang rdn ngudi ta ¢ thé dé dang thu héi
enzym tit hén hop phan (ng dé sit dung trong chu ky xtc tac tiép theo hodc thiét
ké phan (ng van hanh theo kiéu lién tue, trong d6 co chit duge bom lién tuc qua
ludi chit xue tac 12 enzym c¢é dinh. Tinh hitu hiéu cua bién phap nay da dude
ching minh véi penicillin G amidase (PGA). Khi duge gin ddng héa tri vao chat
mang, PGA ¢6 thé st dung lam chit xdc tac cho khoang 1000 mé trong phan ing
chuyén penicillin G thanh 6—aminopenicillanic acid (6—APA) trudc khi phai thay
bang enzym méi.

2.6. Tinh kinh té&

Enzym cé gia thanh cao, nhung néu xét vé hidu suit va téng gia thanh clia
mbt quy trinh san xuat véi xvic tic enzym thi gid thanh trong nhiéu truséng hop
ré hon so véi xiic tiac héa hoc, nhat 1a cac xuc tac kim loai chuyén tiép.

Cac vi du vé viéc ap dung xic tac sinh hoc trong sian xudt héa chilt
vi dude pham & quy md cong nghiép nhu acrylic acid, 6-APA va D-p-
hydroxyphenylglycine da chiing minh rd rang vé hiéu qua kinh t& cap vugt tréi
ciia xie tic enzym,

3. NGUON CUNG CAP ENZYM

Enzvm ¢6 thé dude sdn xuit tit nhidu ngudn khac nhau nhu déng vat (nhu
pepsin, trypsin tir phu pham cta 16 mé), thuc vat (nhu papain, bromelin),
nhung nguén enzym quan trong nhit la vi sinh vat. Gan day vi sinh vat cdn
dudce sit dung nhu la t& bao chil dé san xudt cic enzym tai té hdp tit cdc ngudn
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khic do tinh kinh té& cia viée nudi cay vi sinh vat so v8i viée chiét tach tif méb
hay nuéi ciy té bao bac cao. Rat nhiéu vi sinh vat khic nhau dude st dung dé
san xuit enzym trong c6ng nghiép. Chung cé thé 1a cac hé théng san xuit nhan
that nhut nAm men hay mdc hodc nhan nguyén thay nhu cic vi khuian Gram
duong hay Gram am. Cac enzym st dung lam dude phaAm déi khi dude san xuit
bang hé thong t& bao déng vat hay cén trung do kha ning bién d6i hau dich ma
tdt hon vi sinh vat (xem thém bai Céng nghé gen). Trong lich st san xuit
enzym, cac vi sinh vat dude st dung la cac vi sinh vat san xuit enzym tudng
ung tu nhién.

(o ché téng hop enzym chung cua céac sinh vat bao gom phién mai, dich ma
vi x1t 1y hau dich mi, néi chung kha 6n dinh. Tuy nhién, cé su khac biét gifta cac
sinh vat khac nhau, dic biét gita nhan that va nhan nguyén thay. Ban than cac
enzvm ciing loai cing khac nhau vé phan ti lugng, s6 mach peptid, diém ding
dién, va mic do glycosyl hoa.

Céac sinh vat khac nhau cang khac nhau vé tinh thich hgp véi qua trinh 1én
men nhu d6 nhét hay kha ning thu héi, dé an toan, do d6 can phai xét dén dac
diém nay khi lua chon chiing san xuét.

4. CAI THIEN CHUNG VI SINH VAT SAN XUAT VA TINH CHAT ENZYM
_ Phuong phap kinh dién

Hau hét cac chung san xuit déu dude cal t1én théng qua qua trinh chon loc
kinh dién. Qua trinh bao gém viée gy dot bién bang héa chit hay UV. Déi khi
ciing diung dét bién hay tai té hop dé ¢6 duge didc tinh mong mudn. Sau khi dat
bién, ching sé dudc sang loc lai theo tinh chit mong muén. Phudng phéap sang
loc phai dU nhay dé phat hién chiing dét bién trong dan s& 10* — 10° t& bao.
Ky thuat di truyén

Hién nay viée cai thién chung duge thuc hién théng qua ky thuat di truyén.
Chung dudc cai thién biang cach bién d6i bd gen cia né hay dua vio cic yéu t6 di
truyén ngoai lai nho dé tang téc dd cai thién 1én rat nhiéu (xem thém Chuong
Cong nghé gen). -

Ky thuat di truyén cho phép gia ting muc d6 phién ma bang cach tao cac
plasmid mang gen dich dit duéi su kiém soat cia mét promoter manh, ddng thai
ban thin plasmid ¢6 nhidu ban sao trong t& biao nén ciing lam ting sd lugng ma
dugc phién. Ky thuat tudng tu cing duge dung dé thém vao gen dich cac dac tinh
mong mudn vi du nhu thém doan gen mi hda cho viée xuit protein ra mdi

Lrudéng ngoai bao.

Ky thuat di truyén cling gitp san xuit cic protein cua déng vat bac cao, von
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ridt kh6 lén men 6 quy md 1dn, trong cac té bao vi sinh vat. Vi du, chymosin
(E.C. 3.4.23.4), 1a mét renin tit bé, da dude tao dong dé san xuit céng nghiép 8
vi khuan.

Thiét k& hgp ly va tié€n héa dinh huéng

Ky thuit di truyén hién dai cho phép bién déi phan ¥ theo ¥ mudn din dén
viée thiét k& phan LU protein néi chung hay enzym néi riéng dé thu dude phan ti
¢6 ciac dac diém mong mudn con goi 1a thiét ké hop ly (rationale design). Trong
céch ti€p can ndy, qua trinh thidt k& trén may tinh va gy dot bién dinh huéng
diém dugde liap lai nhidu lan. Tuy nhién, cach nay thudng cho ra cac phan tu
khong ¢6 duge tinh chat mong muén vi thiéu cac théng tin chi tiét vé cau tric va
quan hé cau tric véi tinh chat sinh hoc.

Gan day, ngudi ta bat diau ap dung cach tiép can véi cong cu tién hoa
dinh hudng (directed evolution), trong dé enzym dudc cai thién bang cach
dinh hudng su tién héa ctiia né trong phong thi nghiém théng qua viéc gay dot
bién ngiu nhién hoac tai td hdp lap lai nhi€u lan k&t hgp sang loc va chon loc.
Tién héa dinh hudng hién nay 12 mét cong cu diay hita hen trong viée phat trién
cac enzym dudc pham va gin day da thu dude nhidu thanh céng dang ké. Tién
héa dinh hudng dude ap dung dé cai thién khéng chi tinh chit cia protein ma
con ¢é thé cai thién ca kha nang siéu san xuat cua chung. Vi du, bang cach dot
bién theo kiéu tién héa dinh hudng plasmid mang gen subtilisin, kha nang san
xuat enzym niay di tang lén nim lan, nho vio viée cai thién s§ ban sao cua

plasmid va kha nang cia promoter trong khi khéng 1am thay d8i cdu tric cta

san pham.
Bang 6.2. So sanh chon loc ty nhién va dinh hudng
Tién héa ty nhién Tién héa dinh hudng

bbt bién diém it Nhiéu

Pot bién mat Nhiéu Hiém

D6t bién chén Nhiéu Hiém

Nghich dao Nhiéu Hiém

Lap Nhiéu Hiém

Dung hop Nhiéu Hiém

Taité hop Giao tlf va sinh dudng PCR

Chon loc Chon loc tu nhién (uu thé) Chon loc / sang loc hiéu nang cao
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Bang 6.3. So sanh thiét k& hop Iy vdi tiéh hoa dinh hudng

Thiét k& hap ly Tién héa dinh hudng
Kién thirc vé cau tric protein Can Khong can
Kién thic vé co ché& Can Khéng can
Nhiéu dét bién diém Khéng Chu yé&u chuyén vi
Thay d8i cau truc bac hai Kha thi Knhong kha thi
Thay d6i nhém chitc nang Kha thi Khéng kha thi
Phép kiém enzym nhay Céan Khong can
Phuang an chon loc Khéng can Can

5. SAN XUAT ENZYM

Qua trinh san xuat enzym-—protein ¢é thé BUQC chia thanh cac giax doan
chinh sau:

— Chuan bi nguyén liéu sinh hoc

— Chiét tach enzym ra khoi mé hay té& bao

— Co dac dich enzym thé

- Tinh ché dat d6 tinh khiét mong mudn
5.1. Chuan bi nguyén liéu sinh hoc

Co quan déng vat. Khi san xuit enzym bang cich chiét tach tit mo6 dong
vat, cic ¢d quan dong vat phai duge van chuyén va bao quan lanh dé gii hoat
tinh enzym. Mé ciing phai dude loai chat béo va mé lién két trude khi déng lanh.
M4 déng lanh sau d6 duge nghién trén may nghién thit va enzym dudc chiét vdi
dung dich dém. Bén canh viéc nghién cd hoc, cac phuong phap st dung enzym dé
pha v3 & bio ciing dude s11 dung. Chat béo 1am can trd cac bude tinh ché sau db
¢6 thé dudce loai bang cach chiét véi dung mdi hitu cg. Tuy nhién, hoat tinh
enzvm ¢6 thé bi anh hudng bdi qua trinh nay.

Nguyén liéu thue vat. Thuc vat cé thé duge nghién va chiét véi dung dich
dém. Té bao ciing c6 thé dude pha v3 biang cach xii Iy v8i enzym.

Vi sinh vt 12 ngudn géc cung cAp enzym quan trong nhit. Enzym cua vi
sinh vat da phan 1A enzym ngoai bao hoiic duge bién doi di truyén dé xuit ra
ngodi L& bao. Mit khic, viée bién déi di truyén cing cé thé dude dung dé thay dai
tinh chat protein gitp viéc tinh ché dé dang hon, nhu gin thém nhém ai luc.

P61 v6i enzym ngoai bao bude dau tién dé tinh ché& la tach té bao ra khoi
dung dich 1én men. D61 vé1 enzym ndi bao, bude dau tién la pha vd té& bao. Cé
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nhiéu phuong phap dé pha t& bao, tuy nhién sg phuong phap ¢ thé ap dung &
quy mo cong nghiép rat giéi han.

Bang 6.4. Cac phuang phap pha va t& bao

Phuong phap co hoc Phuong phap khac

Ap suat cao (Manton — Gaulin, French—press) Lam khé (ddng khé, dung mai hitu co)

Nghién (may nghién bi) Ly giai:

Siéu am V&t ly: dong lanh, s&c tham thau
Hoa hoc: chat tay, khang sinh

Enzym: lysozym, khang sinh

5.2. Chiét tach

Sau khi lam v3 té& bao, viéc tiép theo 13 tach dich enzym ra khéi cac phan
khac. Diéu nay déi khit kha khé khin do kich thude nhé ctia t& bao vi khuan va
chénh léch it gida Ly trong té& bao va mdi trudng 1én men. Trong cong nghiép
ngudl ta c6 thé ding ky thuat loc lién tue. Cac 1& bio 16n nhu ndm men cé thé
loal ra bang cach lang. Ngay nay, cac hé théng ly tam lién tuc dude phit trién
hidu qua dé tach t& bao va manh t& bdo mét cach lién tuc. Cac manh va thue vit
vi mé dude tach biang ly tam théng thusng hay loc.

Cac phuong phap loc truyén théng nhu loc 4p suat, loc chan khéng bi han
ché bai sy tich tu ciia ciAc phan t trén bé mat loc dan dén giam luu lugng v tac
loc. Do dé, qua trinh loc doi khi bi gidn doan dé 14y phan chat rin tich tu ra.

Mét phudng phap loc cai tién 14 loc chay qua (cross—flow filtration). Trong
ky thuat nay chat can loc chay qua hé théng theo hudng song song véi bé mat loc
do dé6 tranh dugce su tich tu chat ran trén bé mat lam tac loc. Dé duy tri tée db loc
cao ky thuat nay su dung dién tich loc rat I6n va tiéu tén nhiéu nang luong dé
fiu théng dich loc.

Phudng phap két bong (flocculation) 1a qua trinh 1am cho cac tidu phin ran
kél tu véi nhau thanh dang 18n hon, két tap xuéng va dé dang loai ra bing cac
phudng phip loc don gian. Cac tic nhan két bong duge dung d€ lam tang kha
ning két tu eda hén dich. Ching c6 thé 1a cdc chat tan trong nude va dang
polyme da dién tich ¢é6 phan tit lugng 10° dén trén 5x10° Ky thuat két béng véi
cac chit da dién tich gém hai bude. Buée dAu tién 1a trung hoa dién tich bé mat
ciia t& bao hay manh t& bao. Bude hai bao gdm viée lién két cdec manh nay dé
chding két tap xudng.

5.3. Co dic

Thong thudng néng dé enzym trong vat liéu dau rat thap. Do dé, dé dat duge
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hiéu qua tinh ché mét cach kinh té& cin c6 dac nguyén lidu ban dau dé giam thé
tich xu ly. Cic phudng phap sit dung phai khéng anh hudng dén hoat tinh
enzym. Cé nhiéu phuong phap cé thé ap dung.

C6 thé st dung nhiét nhe nhang dé lam bay hoi chat 1dng. Thong thudng
nguoil ta lJam bay hai trén hé théng dude thiét k& v3i bé mat bay hei rat 1dn va cé
sd khuAy tron dé tang tdc qua trinh.

K&t tua 13 mét phuong phap don gian dé ¢6 dic enzym. Ky thuat nay dua
vao ban chat phidc tap cia phan tu protein véi dién tich va cic nhém ky nuéde
nén cé thé lam cho két tu lai bing cach thay d8i méi trudng quanh ching.

* Két tua enzym vdi muéi, do 6 néng dé cao mudi tac dong lén cac phin ti
nudc bao quanh protein va thay d3i luc tinh dién din dén su két tla.
Ammonium sulfat 13 mudi thudng duge ding nhit. Enzym cing ¢é thé dude
phan doan mt cach han ché bang cAch tia véi néng d6 mudi khic nhau. Nong
dé mudi su dung thudng trong khoang 20 — 80% d4 bao hoa. Tuy nhién, su an
mon vat liéu va su hién dién cua mudi trong enzym thu dude va van dé xu ly
chit thai chita mudi la cic han ché cia ky thuat nay.

« Ké&t tlia véi dung méi hitu co. Dung méi lam thay ddi d3 tan cua enzym
do l1am giam hang s ludng cue cua mdi trudng nude. Dung méi thudng dung 12
ethanol va aceton. Tuy nhién, viée tién hanh phai than trong vi enzym dé dang
bi bién tinh khi ¢6 mat dung médi hiiu co.

= Tiia bang cac polyme nhu polyethylenimin va polyethylen glycol. Co ché
hoat déng ciing tudng tu nhu dung méi hitu co. HAu hét enzym sé tia d néng dd
polyme khoang 15 dén 20 %.

= Tha tai di€m ding dién. Protein 12’ cAc phan ti ludng cyc mang ca nhém
acid 14n base, va tinh tan ctia né phu thuéc nhiéu vio cin bang dién tich cua cac
nhém nay. Tai diém ding dién thi d6 tan ctia protein la thap nhat va khi dé né
dé dang bi tia ra khdi dung dich.

= Siéu loe c6 nguyén ly tuong tu ky thuat loc, nhung dung mang ban thim
dé loc, do vay tuy theo kich thudc cta 16 loc cé thé cho phép gi@ protein hoic
tham chi ca cac chat tan khac lai trén loc. Sidu loc ¢6 thé van hanh theo thang
chénh léch ap sudt thaAm thau hay Ap suit c¢d hoc va trong trudng hdp sau ngudc
ta ap dung kiéu loc chdy qua dé tranh tic loc.

5.4. Tinh ché&

Péi vdi nhiéu tng dung céng nghiép, enzym chi cAn duge tinh ché& mét
phan. Tuy nhién, enzym dung trong phéin tich hay y t& déi héi do tinh khiét
cao. Nhiéu phudng phap dude sit dung dé tinh ché enzym nhu két tinh, dién di,
va sic ky.
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K&t tinh

Diay 1a phuong phap lau doi nhat dé tinh ché enzym. Enzym cé thé duge két
tinh bang cAch gy cam vng hay thanh lap céac tuong tac protein—protein véi cac
diéu kién dung médi dé lam cho enzym bi qui bio héa. Nhiéu enzym dude tinh

ché bing cach nay ti dich [én men nhu cellulase, glucose isomerase, subtilisin,
va alcohol oxidase.

Nhiéu y&u t& nhu loai muéi, néng d8, pH, nhiét d4, su hién dién cua cac
lugng va loai tap khac nhau, su khudy trén, mam két tinh cé thé anh hudng
dén su két tinh enzym.. Viéc kidm soat mic d6 qua bio hda trong sudt qua
trinh k&t tinh 1a y&u t6 chinh d€ t6i uu héa kich thudc tinh thé. Diéu nay c6 thé
dat dudc biang cach dung cac chit két tia nhu mudi, pH, va nhiét ¢6. Nhiét dé
déng vai trd quan trong d61 véi toc d6 két tinh. Cellulase va subtilisin duge két
tinh & téc dd cao hon khi nhiét dé ting 1én. Dang tinh thé ciing bi anh hudng
bdi didu kién k&t tinh. Vi du, subtilisin ¢6 tinh thé dang phién ch@ nhat néu
nhin két tinh dugc hinh thanh 6 nhiét d4 thdp va sau d6 ting nhiét d6 khi tinh
thé 16n dan.

[.én men Téach t¢ bao Siéu loc, ¢d dic

Nudce Dung
rira moi
Mim két tinh
. Két tinh Loc ép San pham
Muoi
Chit thai

Hinh 6.4. Quy trinh k&t tinh cdng nghiép cla subtilisin dudi dang mudi halogen

Dién di

Dién di ¢6 thé dung dé phan lap cic enzym hay protein tinh khiét ¢ quy mé
phong thi nghiém. Tuy thudc vao diéu kién, cac ky thuat dién di khic nhau
c6 thé ap dung: dién di ving (zone electrophoresis), dién di dang téc
(isotachophoresis) hay khuéch tan 16 (porosity gradient). Nhiét sinh ra trong qua
trinh dién di va nhidu do su d6i luu la cac van dé khi phat trién quy mé 16n cua
phuong phap nay.
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Sic ky

Sac ky la phuong phap tinh c¢hé enzym quan trong nhat (Bdng 6.5). Cac
phan ti dude tich ra theo dic tinh vat 1y cua ching (kich thude, hinh dang, dién
tich, tuong tac ky nuée), hay dac tinh héa hoc (gin déng héa tri), hay sinh hoc
(a1 lye dac hiéu).

Tuy theo mite d6 tinh khiét yéu cau ciia san phiam, qua trinh tinh ché c6 thé
phil qua nhiéu bude véi cac ky thuat sic ky khac nhau. Théng thudng sé gom
cite bude tach thé nham thu da s6 enzym cAn quan tam vdi lugng tap nhit dinh,
theo sau 1a bude "danh béng” (polishing) dé thu enzym tinh khiét. Vi du sic ky
a1 luc hay trao déi ion trong bude 1 va sic ky loc gel hay tuong tic ky nudc
thuong duge dung trong bude danh béng. S4 bude cang nhiéu thi dé tinh khiét
cAng cao, tuy nhién higu suit toan phin sé& cing thap. Kinh nghiém cho thay
mét qua trinh tinh ché hiéu qua khdng gom qua ba bude.

Bang 6.5. Cac phuong phap sic ky

Loai sdc ky Nguyén ly Tach theo

Hap phu Lién k&t bé mat Ai lyc bé mat

Phan bd Can bang phan bé Tinh phan cuc

Trao déi ion Lién ké&t ion Dién tich

Loc gel Khué&ch tan 16 Kich thudc va hinh dang phan t
A lue H&p phu dac hiéu Cau tric phan

Ky nudc Tuong tac ky nudc CA&u tric phan td

Dong héa tri Lién ké&t déng héa tri Tinh phan cuc

Panh bat ion kim loai Su thanh lap phirc Cau trac phan t

* Trong sac ky loc gel, gel than nudc véi cac 16 c6 kich thudc xac dinh duge
dung dudi dang ¢ot d& tach cac phan tit sinh hoc. Dung dich mau can dudge ¢b dac
vi lugng mAu ¢é thé tach duge bi gidi han trong khoang 10% thé tich cot. Cac
phin tt duge tach theo kich thudc va hinh dang, trong dé phan ti cang cdng
kénh thi s& chay ra khoi edt trude va ngude lai. Cac loai gel v8i mite do lién két
chéo khac nhau tao ra cac 16 trong gel ¢6 kich thudc khac nhau va do d6 ¢6 kha
ning phan tach ciac phan t ¢6 kich thude khac nhau.

* Sac ky trao doi ion 1a mdt ky thuat tach dua trén dién tich cua phén td
protein. Cac phan ti protein néi chung c¢é thé tich duong hay Am va téng dién
tich cia né phu thude pH va cé thé duge phan tach tusng tng véi nhita trao déi
cation hav anion sao cho protein quan.tam dude gid lai trong cét sau bude dau
tién. Miu cAn duge chuan bi trong méi trudng c¢é luc ion thap va vide giai hap
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phu dude thuc hién bing cac dung dich ¢6 néng dd muéi tang dan. Do protein
quan tam dudc gid lai trong ¢ft nén chung cé6 xu hudng duge c¢6 dac lai va do do
mAiu ban dau c6 thé loang. Kha nang tiép nhan ludng mAau 16n va lodang lam cho
sdc ky trao déi ion rat phd bién trong tinh ché protein.

1

Hinh 6.5. Hé théng sdc ky tinh ché protein tai té hgp & quy mé céng nghiép

* Trong sdc ky tuong tdc ky nude, nhya sic ky la din xuat ctia Sepharose
duge hoat héa vdi CNBr c6 phin aminoalkan vdi chiéu dai thay d6i. Phuong
phap nay dua trén su tudng tac cua cac ving ky nude trong phan ti protein véi
cac nhém ky nudc trén nhya. Su hap phu xay ra d nong dé mudi cao, va cac phan
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doan chat da gin dudc giai hip phu véi cac dung dich mudi ¢6 ndéng dé giam dan.
Chinh vi vay, phuong phap nay dude xem la 1y tudng d€ tinh ché cac enzym sau
khi dugc ¢ dac bang cach tia vl mudi.

* Trong sdc ky di luc enzym can tinh ché duge hap phu mét cach dic hiéu
va thuan nghich trén mét nhua sic ky khong tan. Cac tudng tac dic hiéu cé thé
12 vdi chat tuong tu ca chat, chat dc ché enzym, thuée nhudm, phic kim loai, hay
khang thé. Viéc giai hap phu dude thuc hién bing chit canh tranh hay tac nhan
lam y&u hay cit dat lién két giita protein va nhua sac ky. Néi chung sic ky ai
luc 12 phuong phap tich don gian va hidu qua nhit, nhung khdng phai protein
nao can tinh ché cing c6 dang tuong tac dac hiéu véi né.

6. ENZYM CO DINH
6.1. Khai niém

Enzym c¢6 dinh (immobilized enzyme) 12 enzym bi bit git hay dinh vi trong
mét viang khéng gian xac dinh nao dé nhung van gid dude hoat tinh xtc tac cia
né nén cé thé dé& dang tach ra khéi phan tng, tai st dung hoic st dung lién tuc.
N6i cach khac, enzym c¢6 dinh 1a enzym dude lam cho khéng tan bang cach géin
né vao pha ran dé€ viéc tach enzym ra khéi thanh phan phan dng trd nén dé
dang. Pha rin nay phai khéng tan trong méi trudng phan ing, nhung c¢é thé
thian nudce hoidc ky nudc.

Enzym ¢4 dinh dude vng dung trong cong nghiép dau tién bsi Chibata va cdng
su dé chuyén héa hdn hdp racemic cia D,I—amino acid téng hdp héa hoc nhd
aminoacylase cua Aspergillus oryzae. Cac ing dung quan trong trong céng nghiép
ciia enzym c6 dinh bao gdm: san xuit dudng, acid amin, duge phadm va nhd cé né
m3a nhiéu quy trinh san xuit dudc cai thién ré rét vé hidu suit va tinh kinh té.

6.2. Dac diém ctia enzym ¢4 dinh

* Uu diém

— Enzym cé thé dude st dung lap lai nhiéu lan véi ciing mdt kiéu phan ung
xtc tac nén giam dudc chi phi trong qua trinh san xuAt.

- Ché phim bén hon enzym tu do nhd ching dude bao vé bdi chit mang.
Trong caic didu kién pH, nhiét d6, ap su&t thaAm thau bat thudng enzym vin hoat
déng dugc.

— Enzym ¢6 dinh c6 téc d6 phan dng 18n, dé& t8 chitc sin xuit 3 mdc db tu
dong hoba cao.

— Nhd su ¢ dinh ma enzym khéng 14n vao sdn phidm cudi, tiét kiém duge
thoi gian va chi phi cho viéc tinh ché& san pham.

- Enzym c6 dinh bao quan t6t hon enzym tu do cung loai.
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* Nhuge diédm

— Sy gin cua enzym vao chit mang c6 thé dan dén su thay d8i mét phan nao
cAu truc cua enzym, tir d6 c¢6 thé lam giam hoat tinh cha enzym so vdi ban dau.

~ Mat khac, su can trd vé khong gian do lién két v4i chAt mang lam han ché

su tiép xiuc gilla enzym va ¢d chét.

Bang 6.6. Dic diém ky thuat cia cac hé thdng enzym ¢ dinh

Thuan Igi

Bat lgi

Tai st dung chat xuc tac
Dé van hanh thang phan Ung
Dé& tach san pham hon

D& Iua chon ndi phan Ung

M4t hay giam hoat tinh
Kha n3ng khuéch tan gigi han
Tang chi phi xlc tac

Tit d6 chuing ta c6 thé thay ring viée sit dung enzym ¢ dinh mang lai 1¢i ich
kinh té& cao hon so véi viéc st dung enzym tu do.

6.3. Ung dung ctia enzym cé dinh

Hién nay trén thé& gidi ¢é rat nhiéu loai enzym dude diéu ché dang c¢d dinh,
cac ché pham enzym c6 dinh da dude tng dung rat hiéu qua trong thuc té.

Bang 6.7. Mét s& san pham chi yéu dugc san xuat bling enzym cé dinh

Enzym

San pham

Glucose isomerase
Amino acid acylase
Penicillin acylase
Nitrite hydratase

}—Galactosidase

Siro bap c6 ham luong fructose cao
San xuat acid amin

Ban t8ng hap cac penicillin
Acrylamide

Lactose thly phan (ba sira chua)

Trong y hoc

St dung enzym dudi dang microcapsule dé dua enzym vao chita bénh thiéu
enzym hodc bénh suy giAm hoat tinh enzym. Nim 1954, Chang da tao ra vi tiéu
cidu ban thim cé gin enzym, nha d6 enzym cb thé tén tai lau trong cd thé va tao
dude néng dé ¢é6 hidu qua ma khong gy ra phan ting phu.

Urease gin trong vi tiéu cau st dung loai uré mau trong chay thin nhan
tao. Vi tiéu ciu chia catalase thay thé hidu qua cac catalase thiéu trong co.

Enzym ¢ dinh duge ting dung trong chin doan bénh nhu k¥ thuat ELISA.
Ngoai ra, enzym ¢& dinh cdn c6 trién vong trong chita ung thu bing cach dua vi
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tiéu cAu c6 gin enzym L-asparaginase vao ¢d thé, Chung sé tic ché sit phat trién
ciia mot s6 khdi u Ac tinh bdi su phat trién cua cac khai u nay phu thude vio sy
¢6 mit cua L-asparagin.

Mét s6 ing dung khac cia enzym cd dinh 1a nghién ciu cdu tric enzym, ciu
tao mang t& bao, md hinh héa hé thang enzym trong té bao.

Trong cong nghiép

Ung dung cta enzym ¢6 dinh trong cong nghiép kha da dang va mang lai hiéu
qua kinh té& cao.

— Cac ché€ pham enzym khong tan trong céng nghé thuc pham: catalase dé
khu trung sita, glucoisomerase dé dong phan héa san xuat fructose, glucooxydase
dé sin xuat acid glutamic,...

— Sit dung aminoacylase ¢6 dinh dé san xu#t acid amin, san xuit L—acid aspartic
biing aspartase ¢d dinh, san xuit nhém penicillin acid 6-amino penicillinic (6-APA)
bang enzym cd dinh penicillinamidase, ...

Trong ky thuat sinh hda

Ngay nay ngudi ta st dung phudng phap phin tich bing enzym dua trén
dién cue ti€p xue véi dung dich nghién ciu cé chta cd chat ctia enzym, trong 1dp
dién cuc sé xay ra phan ung enzym. Bing cach nay, ngudi ta da xac dinh lién tuc
nong dé glucose nha glucooxidase khéng tan. Clark ciing dua vio nguyén tic nay
dé ra phuong phap xidce dinh methanol, ethanol trong nude va hoi nudc nho dién
cuc alcoloxydoreductase ¢d dinh.

Trong bao vé méi truong

Chat thai cfia cdc nha may ché bién thuc pham, rudy, bia,... 1a ngudn 6 nhiém
ning cho méi trudng do gidu hitu cd. Viée stt dung enzym ¢8 dinh dé xt 1y nhitng
chat thai d6 lam giam thiéu ham lugng hitu cd trude khi thai ra méi trudng
bén ngoal.

6.4. Vit liéu ¢6 dinh

Vat lidu cd dinh (hay chit mang) va phudng phap ¢é dinh 1a hai yéu té quyét
dinh hi¢u qua ctia qua trinh c& dinh. Dac diém va tinh chit clia chit mang 14 co
s6 dé lua chon phudng phap ¢6 dinh enzym. Khéng c6 chit mang nao thich hgp
cho til ca cac loal enzym va ciing khéng ¢6 enzym nao thich hgp vdi tit ca cac
loai vat lidu ¢& dinh.

Yéu ciu ddi vdi chit mang
ChAt mang dude stt dung trong ky thuat c6 dinh enzym cin dap Wng mdt s6

yéu cau sau:

- Chat mang phai ré tién, d& tim hoic dé tong hdp.
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- Chat mang phdai ¢6 tinh ¢ 1y n dinh, bén vitng dé chiu dudc cac tac dong
trong qua trinh cé dinh enzym nhu khuAy trdn, loc, riia véi cac loai dung mbi...

— ChAt mang phai bén viing vé mat héa hoc, khéng hoa tan trong méi truong
phan ting.

— Chat mang phai cé dién tich bé mit 1én, ¢6 kha niing trucng nd trong méi
truong nham vira lam tang ty 18 ¢4 dinh cua enzym 1én chit mang via lam tang
kha nang tiép xiic cua ¢ chat véi enzym ¢d dinh.

Khéng ¢6 mét chat mang 1y tudng dap ung tit ca cAc yéu cau trén, tiy vio
enzym va yéu cau xdc tac dé thit nghiém tham do va lua chon chit mang pha
hay.

Phin loai chdt mang

Chat mang hiru co

Loai chat mang nay duge chia 1am hai nhém gém polyme tu nhién va palyme
tong hop. Ching thudng cbé cac nhém hoat dong héa hoe nhu -NH,, —-COOH, —
OH, -SH,... nén kha ning gin két véi enzym tucng d6i tot.

Chat mang la polyme tu nhién:

Chit mang loal nay ¢6 tinh tudng thich sinh hoc cao véi enzym nhung kém
bén vitng véi cic tac nhan méi truong, dé bi vi sinh vat phan hay.

Cac polysacchride nhu cellulose, agarose, dextran, sephadex, gelatin,
collagen.... va cic dan xuat cia chying 1a nhém chit mang dang dude sit dung
khi rong ran.

Cac protein nhu gelatin, keratin, albumin cing thuong duge s dung. Nhéom
niy dé tao mang, tao hat va ¢ nhém chie nang 1a -NH,. Vi vay ching thuong
duge dimg bat gi enzym vdéi tdc nhan néi la glutaraldehyd. Nhude diém cta
nhom nay 1a kém bén, dé nhidm khuan.

Chat mang la polyme téng hop:

Cac polyme nay 6n dinh va bén viing vé tinh chat cd 1y, da Lrudng nd tot, ¢
thé diéu chinh duge kich thuée 18. Ching khéng bi phan hay bdi vi sinh vat va
cic tac nhian méi truong. Nhuge diém la gia thanh cao, kha ning tuong thich
sinh hoc kém, khong phan huy trong tu nhién.

Hién nay c¢6 rat nhidu polyme va dan xuit polyme téng hdp dude st dung dé
¢6 dinh enzym nhu polyacrylamid, polyvinylacetat, polystyren, polypropylen,
polyethylen,...

Chét mang vé co

“ac chdt mang thudc loal nay bén véi tac ddng bén ngoai, khdng bi phan hiy
bai vi sinh vat, ¢é ciu tao x8p, phan tit nhé, min nén dé hap phu enzym. Tuy
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nhién, ching gan k&t véi enzym véu, chi phtt hop véi cac phuong phap cé dinh
vat ly. Chat mang loal nay tuong dé1 ré tién va dé tim.

("Ac chdt mang va co thuong duge sd dung: cic oxid kim loai (silic oxid, nhém
oxid. magié oxid,...), mét 6 mudi (CaCO,, CaSO,.11,0, K,C,0,, Na,S0,, KNO,,
NaCl, EDTA-Na,,...), thuy tinh x6p, zeolit, kaolin, bentonite,...

Bang 6.8. So sanh mot s phudng phap cé dinh

Phuong phap lién két vai chat mang Phuong phap khac
bac tinh Hé’é phu Liénkét  Lienket Lien ket ) Bit gitr )
vat ly ion ddng héa tri chéo
Ky thuat Dé Dé Khé Kho Khé
Hoat tinh'enzym Thap Cao Cao Trung binh Cao
Tinh dac hiéu cd chat  Khéng ddi Khéng d8i  Thay déi Thay d6i Khéng dai
Luc lién két Yéu Trung binh  Manh Manh Manh
Kh3 nang tai cé dinh  Co thé Cé thé Khong Khéng Khoéng
Kha nang ing dung  Théap Trung binh  Trung binh Thap Cao
Chi phi ¢ dinh Thap Thap Cao Trung binh Thap

6.5. Cac phuong phap ¢6 dinh enzym

Tiéu chi cua viée ¢d dinh 1a sao cho chat xiic tic da ¢6 dinh vao chat mang
thi khong thé tach ra ma khéng ¢6 su pha huy hoat tinh enzym hay chit mang.
Tuy nhién, trong nhiéu trudng hdp nguoi ta vin ap dung cac phuong phap cé
tinh thuan nghich. PE ¢6 dinh mot enzym bt ky cAn phai thue hién tuidn tu cac
bude sau day: '

— Chon chat mang phit hgp véi enzym can gan két véi né

~ Hoat héa chat mang cho kha nang gan tat hon

— Ap dung ky thuat ¢& dinh phu hdp véi enzym va chit mang da chon

Dua vao ban chat cac lién két giGa chiAt mang va enzym, ngudi ta phan loai cac
phudng phap ¢ dinh nhu sau:

6.5.1. Cac phuong phdp c6 dinh enzym thudn nghich

Enzym ¢ dinh bing phudng phip nay ¢é thé tach ra khdi chit mang ngay &
di€u kién binh thudng. Phuong phap nay dudc si dung véi nhitng ly do kinh té&,
vi khi hoat tinh ctia enzym c¢8 dinh suy giam thi chit mang c6 thé dude tai sit
dung dé nap lai en2zym mgi. Gia thanh clha chit mang thudng 13 y&u té chi yéu
quyét dinh gia thanh cua enzym c¢d dinh. Su c¢6 dinh enzym thuin nghich dic
biét quan trong déi véi viée ¢d dinh cic enzym khong 6n dinh va viée dng dung
trong cic hé théng phéan tich sinh hoc.
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Rinh 6.6. Cac kigu cé dinh thuin nghich chinh
Pic diém cia enzym c¢d dinh theo cac phuong phap nay:
— Cac buéc thuc hién dé dang, diéu kién nhe nhang.
— Phudng phap nay it giy anh hudng dén enzym so véi ciac phuong phap cé
dinh khac vi viée gan két cht yéu dua vao lién két hydro va luc van der Waals.
~ Hoat tinh enzym ¢d dinh thuong cao.
— D6 lién két gilta enzym va chat mang trong phuong phap nay long léo nén

enzym dé hoa tan trd lai, lién két dé bi cat ddt khi ¢6 cac tic déng c¢o hoc hoic
tac déng cia mbdi trudng.

— Hiéu sudt ¢d dinh enzym 1én chit mang khdng cao.

M6t s6 phudng phap ¢6 dinh enzym khéng thuin nghich:
Hap phu

DAy la phuong phap cd dinh don gian nhat, dya trén sy hap phu vat 1y hoic
lién két ion. Chat hap phu va enzym dude tron lan véi nhau trong mét khoang

thdi gian nhit dinh dé su hip phu xdy ra nhd tuong tac bé mat nhu lién két
hydro, luc van der Waals, cdu ndi ion, tudng tac ky nuéc.
Lién két ion

Su ¢4 dinh nay dua vao nguyén ly tuong tac protein—ligand dudc su dung
trong sic ky. Chang han, mot trong nhitng tng dung clia nguyén ly sic ky trén
enzym cé dinh thuan nghich la su trao d6i ion. Mac di phuong phap nay don

gian va thuan nghich nhung khé tim duge cac diéu kién dé enzym vin bén viing
va hoat tinh hoan toan.
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Lién két ai Luc

Nguyén ly ai luc giGa cac phan td sinh hoc duge ing dung vao viée c6 dinh
enzym. Tinh chon loc dac bigt clia tudng tac nay chinh la 1gi diém cta phuong
phap. Tuy nhién, quy trinh nay thudng st dung cac ligand ¢6é 41 luc (khang thé,
lectin) ¢6 gia thanh cao.

Lién két disulfide

Phugng phap nay dac biét vi mic dit 1a mét lién két déng héa tri bén viing
hinh thanh gitta chit mang va enzym, nhung né ¢é thé bi pha v3 bang phan itng
v61l mot tac nhan phu hgp nhu dithiothreito]l dudi nhiing diéu kién nhe nhang.
Thém vao d6. kha nang phan tng cia cidc nhém thiol ¢ thé diéu chinh theo su
thav da: pH.

6.5.2. Cac phuong phap cé dinh enzym khéng thudn nghich

C6 dinh khéng thuan nghich nghia 1a cac chit xdc tiac sinh hoc di gin két
v6i chat mang khong thé tach ra khoi nhau, su tach ra sé pha hily hoat tinh sinh
hoc cua enzym hoic chit mang. Qua trinh ¢d dinh enzym khong thuan nghich

thudng dude tién hanh bang cac cach nhu lién két déng hoéa tri, bat gid, tao vi
nang bao, lién két chéo.

Lién két ddng hoa tri

_@ Tao vi hat bao d

-~ -
@ « Lién két chéo «‘dd

Hinh 6.7. Cac kiéu ¢ dinh khéng thuan nghich chinh

ANRNRRRRNNNY

Phuong phdp gan enzym bang lién két dong héa tri vGi chat mang

Phudng phap nay dua vao 41 hic gita enzym va chat mang dé tao phic giita
enzym — chit mang bang lién két cong héa tri. CAu ndi nay cé kich thude vira
phai, mot dAu gin véi chit mang polyme, dau kia gin véi enzym. Didu cd ban dé
gan enzym va chit mang la bang cach nao dé cac nhém thé hién hoat tinh caa
enzym khéng bi tham gia vao phan ving gan két. Mat vu diém clia phudng phap
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nay 1a lién két tu nhién duge hinh thanh giia enzym va chat mang bén viing nén
enzym khéng thé tach ra va di vao dung dich trong hic st dung.

Phan ting dude tién hanh trong diéu kién nhe nhang dé khéng lam bién
tinh enzym. Qua trinh gin ké&t gidia enzym va chit mang c6 thé tién hanh theo
hay cach sau:

- L.ién két truc tiép: néu chit mang cé chita cac nhém c6 kha nang gan truc
Ltiép v6i nhém amin cua protein trong enzym thi cic phan ti1 enzym sé gin vao
chAt mang bang lién k&t déng héa tri tao thanh mét cao phan tit khéng hoa tan.

— lién két gian tiép: chiat mang lién k&t vl enzym thong qua chit trung
gian (chit hoat hoa). Kidu nay duge sti dung kha phd bién, qua trinh nay xay ra
theo hai giai doan:

+ (1ai doan 1: hoat héa chit mang bing cach gin ching 1én nhitng nhém chic
cd kha niang phan 0ng tét hon.

+ Giai doan 2: tao lién kél gita cAc nhém chdc gén lén chit mang v6i enzym.

Théng thudng, cac chit hoat héa gom hai nhém chitc ¢ hai dau phin tu
tuong tu nhau, khi phan Ung thi mét nhém tac dung v4i enzym cén mdt nhém
tac dung véi chit mang. Ching han nhu glutaraldehyd cing hay dude sit dung
liim cAu ndl dé gan enzym vi né chita hai nhém —CHO 8 hai diu, 8 pH trung tinh
sé lién két duge véi cac nhém amin —-NH, tu do.

Nguéi ta thudng diung cae phudng phap sau dé hoat héa chit mang:

- Hoat héa chat mang bang glutaraldehyd: dung dé hoat héa chiat mang ¢6
chia nhém amin nhu polyacrylamid, amino ethyl cellulose, chitin, chitosan,...

Glutaraldehyd Oligoglutaraldehyd
— O
HC=0 HC=0 HC=0
—O0 1,N—cnzym
enzym enzym
HC=0 HC=N HC=N
HN—enzym

— Hoat héa chdt mang bing cyanogenhalogenide: chit hoat héa nay thudng
diing cho cac chidt mang ¢6 chita nhém —OH nhu cac polysaccharide (cellulose,
dextran, agarose,...).
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Cyanat ester

OH
+ CNBr
OH
Matrix
HyN—enzym
NH

[l
O—C—NIl[—enzym
OH

ISOLII’C&*‘any m

~ Hoat héa chat mang bang phan ung diazo: hoat héa cac chidt mang cé chia

O
SC=NH

0
O—C=N

O—C—NH,
Oll oNn
\ Carbamat

Imidiocarbonat

H,N—cnzym

i
O—C—NIl—enzym
OH

Carbamat-enzym

nhém amin vong nhu polyaminostyrene, aminobenzen cellullose...

— Hoat héa chit mang bing phuong phap azid: dung hoat héa cac chat mang
¢6 chita nhém —COOH nhu carboxymethylcellulose. Gia thé duge chuyén héa
thanh dan xuat methylester, sau d6 chuyén héa thanh hydrazit khi phan tng
v6i hydrazin va cudi cung la azid. Azid phan Ung véi enzym d diéu kién nhiét do

thap 0°C — 5°C, pH 7-8.

— Hoat héa chidt mang bang carbodiimide: dung hoat héa chi't mang cé chita
nhém —COOH. Khi e¢6 mat N,N—dicyclohexilcarbodiimid, enzym dé dang lién két
cdng hoa tri véi chdt mang. Phan dng xay ra ¢ méi trudng acid yéu (pH 5). Day
12 phuong phap c¢d dinh nhitng enzym phan dUng trong méi trudng acid nhu

amylase, pepsin, cellulase.

Carbodiimid
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— Hoat héa chat mang bang phudng phap alkyl héa: nhém halogen trén vat
lidu ¢d dinh dé dang phan dng véi nhém amino, nhém sulfihydryl ctia enzym.
Nhitng chit mang halogen acetyl cellulose ¢6 thé hoat héa theo phuong phap nay.

Chat mang su dung trong phudng phap nay 1a polyme hitu co, cellulose va
cac dan chat cellulose (CMC, DEAE), agarosc d nhiing dang cai bién khac nhau,
polyme téng hdp (polvacrylamid, polyurethan), chit vo eo (silicagel, AXOH).),...

Phuwang phdp bdt giiz enzym vao khuén gel

Phudng phap nay dua trén nguvén tic sy hut git cda enzym vao mt mang
luéi ma co chit va san pham di qua duge nhung khéng cho enzym khuéch tan
vao méi trudng. Kich thude 18 trén mang luéi duge kiém soat sao cho dit nho dé
enzym khéng thoat ra dudc, mang ludi chat tromg hgp cing nho enzym sé dugc
gilt chat hon.

Mot s& phuong phap bit gilt enzym:

~ Tao gel nhd Hén két ion ghta nhitng phan ti c¢é khai luong phan tua 16n véi
ion da héa tri. Vi du: alginate, CMC, alginate va CMC...

— Tao gel nhd thay ddi nhiét d6. Vi du: agarose, gelatin...

- Tao mang ludi cua cic polyme nhin tao dudi tac ddng cua hoa chat, hoac
cac tac nhan quang hba. Vi du: polyacrylamid...

— Tao ra chidt mang nho su két dinh cha ciic chit khong tan trong dung méi.

Phuong phéap nay ¢o thé tién hanh bing cach (rén 1An enzym véi polyme sau
dé tao l1dn két gidia polyme va cac ion da héa tri aé tao thanh ciu tric mang 1uéi
gid enzym. Bén canh d6 ¢6 thé ¢8 dinh bing cach trén enzym véi monomer va cac
chit khau mach, cdc monomer s& lién két v4i nhau tac thanh polyme va nhét
enzym vio cac khe hd cia mang ludi. Phudng phap nay dude sit dung rat phd
bién. Enzym thuong dude nhot trong gel polyacrylamid, polyhydroxymethacrylat,
polyvinylpyrolidone.

Véi phudgng phap nay, enzym it bi bién déi trong qua trinh ¢6 dinh. Hiéu qua
cta viée nhdt enzym va hoat tinh cda enzym ¢6 dinh phu thude vao thanh phan
va tinh chat cda gel. Nhuoe diém cia phuong phap 1a kha niang tiép xvc véi ¢
chit clia enzym kém, chi nhiing enzym & bé mat gel t1&p xuc dude véi cd chit nén
hoat tinh enzym sau ¢ dinh thudng thap.

Phuong phdp tao vi nang bao (microencapsulation)

Enzym duge gid trong cac bao vi thé c6 mang ban thim day 200 A (cellulose,
polysaccharid). Lép mang nay cho phép co chit va sdn phim phan dng enzym
duge qua lai tu do nhung cic phin tit enzym khdng thé qua lai dudc vi kich
thudc phan tu qua lén.
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Nhu vay. néu cd chal ¢6 phin tii ludng qua 1én cing khong thé qua lai mang
duge nén khong thé thue hién phan dng véi enzym duge. Ta clng cé thé tao vi
nang bing mang thé ldng. Mang thé 1dng ¢6 mét pha khéng tan trong nudc ciu
tao ti cac chat dién hoat, dung mdi hitu ¢d va cac chit 6n dinh.

Qua trinh ¢d dinh enzym dién ra lién tuc, cac vi nang dudc tao thanh c¢é dién
tich bé mit 16n nén kha nang tidp xic cla enzym véi chiung cao. Phudng phap
nay cho phép giti enzym trong dung dich gin giéng véi enzym tu do. Phuong phap
tao vi nang dung dé ¢4 dinh hé da enzym rit tién lgi.

Giit enzym bang mang siéu loc

Enzym duge hoa tan tu do trong dung dich va tién hanh phan iing enzym
ngay trong dung dich nay. San phim phan ting dudc tach ra nhd mang siéu loc
chon loc, con ¢d chit va enzym dude gid lai d phia bén kia cia mang. Cac mang
siéu loc nay dude tao tif polyme tu nhién hoic tong hop.

Anh hudng ctia sy ¢6 dinh dén hoat tinh clia enzym

Khi gin vao chat mang, enzym sé bi giéi han hoat déng trong pham vi méi
truong xac dinh, ldc d6 cdu tric khéng gian ctia phan ti enzym cé thé bi thay doi
nén c6 thé lam bién d6i mot s6 tinh chat ciia enzym ban dau. Vi du cé thé thay déi
khoang pH hoat dong, nhiét dd hoat dong, tinh dac hiéu cua enzym cung nhu
hing s8 Michoelis. Tit nhién nhitng thay déi nay phu thudc nhiéu vao ban chat
cua chat mang. Néi chung, enzym ¢d dinh thudng trd nén bén hon véi cac yéu té
gay bién tinh nhung d6 hoat déng riéng thudng thap hon enzym ban dau.

Hoat tinh enzym c¢é dinh phu thuéc vao ban chdt cia chdt mang

Khi enzym dude gidi han trong pham vi méi truong chidt mang xac dinh sé
xay ra mét s8 kiéu tuong tac khac nhau cia chit mang 1én madi trudng hoat déng
vi mo6 bao quanh phan td enzym cé dinh.

- Kiéu thit nhat goi la “hiéu ting phan phéi”: chit mang polyme nhd nhing
tinh chat dic trung sé 161 kéo tdi bé mit ctia nd hode diy khéi cd chit cac san
pham phan (ng vi cac chit khac lam tang hay giam tuong déi nong dd cua
ching trong pham vi méi trudng vi mé nim sat canh enzym.

— Kiéu thit hai goi 14 “hiéu vng ngan chin™ ban than chit mang polyme
ngan can su khuéch tan tu do ctia ciac phan ti huéng téi enzym (trong dé ¢6 cd
chiit) cing nhu di khéi enzym (trong d6 c6 san phaim phan img). Tir d6 anh
hudng truc tiép hay gian tiép dén hiéu qua xic tic cua enzym.

Chit mang phan ti lugng cang 18n thi cang lam giam dang ké hoat tinh
enzym gin vao dé so véi chat mang ¢é phan tit hugng cang nhé. Diéu nay dude
gidi thich bdi su can trd khong gian cia phan ti chit mang déi véi phan ti cd
chit trong viung trung tim hoat ddng cua enzym.

168



Hoagt tinh enzym ¢6 dinh phu thuéc vao su khuéch tdin ciia cad chélt, sin
phdam va cde phéan tiz khae

Tac do khuéch tan chia ¢d chat, san phim va cac chit khac phu thude vao cac
véu td: kich thude 16 ge!l cua chat mang polyme, trong Judgng phan i1t cia co chat,
su sal khac do “hiéu ung phan phéi” (sai khac vé néng d6, pH, nhiét dé hoat
dong...), trong dé hai yéu té dau déng vai tro quan trong nhat.

TU LUONG GIA

1. Thé nao la tinh chon loc khang gian cua chat xtce tac, Ung dung cia né.
2. Uu nhudc diém ctia cac ky thuat loc trong chiét tach va ¢6 dac protein,
3. So sanh cac phucng phap ¢6 dinh enzym.
4. Loai sic ky — nguyén 1y tach nio sau day khéng ding?

A. Trao d6i ion — dién tich

B. Ai luc — hap phu

C. Phan b6 — tinh phan cuc

D. Loc gel — kich thudc phan tu

U

Phudng phap ¢6 dinh nao ¢é tinh thuan nghich?
A. Bat git
B. Tao vi hat bao
C. Lién két chéo

D. Lién két on

169



Bai 7
UNG DUNG ENZYM TRONG NGANH DUGC

1. ENZYM TRI LIEU

1.1. Yéu cau d6i véi enzym dung trong tri liéu

Cé ba linh vuc st dung enzym trong diéu tri: (1) thay thé& ciac enzym bi mat
hay kém chitc nang do bénh di truyén; (2) thay thé enzym bi mat hay kém chiic
nang do mdt bénh mac phai § cac cd quan chiu trach nhiém téng hdp ching; va
(3) cung cdp mdt tac dung sinh hoc diac hiéu do dic tinh xic tac cua enzym.
Ngoai ra, mét s6 enzym dude dung trong diéu tri hé trg khi phéi hgp véi cac liéu
phap khac, hay dé giai doc mau hoac mé.

Dé c6 hiéu qua diéu tri enzym cin thoa cac yéu cAu:

— Phai dén dudc vi tri tac dong ctia ching trong cd thé hay mé.

— Phai c¢6 hoat tinh trong cac diéu kién méi trudng tai ndi tac dong. Diéu nay
bao gom su c6 mit cua co chat hay déng co chat, thé oxy héa khi, pH, su hién
dién (hay bao hoa) cuia chit tc ché.

- Chung phai da bén dé c6 dude cac thong s6 dude dong hoc cin thiét, vi du
néng dd /mic hoat tinh trong khoang thdi gian thich hdp.

— P6 tan théoa man yéu cau néu duge dung theo dudng tiém bép hay dudi da.

- D6 tinh khiét du cao dé khéng ¢ cac tac dung phu khéng mong mudn do
tap chit, vi du n6i ddc té vi khuén, chi nhiét té.

— C6 hiéu qua diéu tri dua trén hoat tinh dac hiéu ctia enzym dudc diung.

Di nhién, vi duge diing lam thuéc nén enzym con phai dap tng nhiéu yéu ciu
khac nhu cac thudc théng thuong:

— An toan déi véi bénh va chi dinh diéu tri. Piéu nay c¢6 nghia 1a hiéu qua
cua liéu phap phai cao hon bat ky phan ting phu nao, dic biét déi véi cac bién
chiing vé mién dich hoc.
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— Higu qua cua liéu phap phai dude chitng minh bang cac thd nghiém 1am
shng c6 kiém soat bdi cd quan c6 tham quyén theo cie quy dinh hién hanh.

- Dang su dung thuan tién. Diéu nay tuy thudc loai bénh duge diéu tri. Vi
du, dé diéu tri cac bénh nguy hiém tinh mang thi tinh tién dung khéng quan
trong nhu khi ding diéu tri réi loan tidu héa.

1.2. Giai quyét cac van dé dac thu cua thude protein

Do ban chit 14 protein nén enzym khdéng dude xem nhu mét thude 1y tudng vi:

~ Khéng 6n dinh: enzym !4 peptid nén hién nhién khéng bén véi nhiét, pH
cuc doan, chit giy bién tinh, va dé bi phan huy sinh hoc. Diéu nay dan dén thoi
gian luu théng ngin va thdi gian ban hiy trong cd thé ciing ngén, vi du bi thiy
phin ¢ da day do dich vi hay & rudt hay gan.

— Céc chat dc ché ndi sinh ¢6 thé hién dién trong co thé, dac biét 1a trong
mau, ¢6 thé din dén su tc ché hoat tinh cia enzym.

— Sinh kha dung: do bé mit phan t\ cia enzym tan cé tinh than nudc, nén
noé1 chung né khéng thé di qua mang té bao (ky nudc). Pa s& thuée enzym khéng
c6 sinh kha dung dudng uéng, trir khi enzym dude dung cho céc diéu tri tai cho.
Do d6, phal dua thudc vao qua cac dudng tinh mach, tiém bap hay dudi da.
Trong mot s trudng hop cé thé dang dudng hit dé diéu tri cic bénh trén dudng
hé hap.

— Tinh th&m t& bio: bdi vi enzym khong di vao mé thong qua thanh rudt hay
vao t& bio ngudi td mau, cic thude protein khéng thich hop cho cac diém tac
déng néi bao. Do vay, hién nay cac lidu phap enzym thanh céng chi gidi han
trong cic bénh ngoai bao nhu dung tai chd, giai déc, va cac bénh hiém nghéo
trong pham vi hé tuin hoan. HAu hét enzym hién dung trong cac lidu phap
thudc ho hydrolase.

— Tinh chaAt gAy mién dich: cac protein khéng phai cia ngudi 1a chat la déi
vdi co thé nén cé thé gy dap ung mién dich. Khi duge tiém viao mau, ching cé
thé kich thich thanh lap khang thé va cic dap ing mién dich té& bao. Diéu nay c6
thé ngan can viée dang lap lai clta thuée (trong khi dél véi vaccin thi tinh gay
mién dich 1a mét yéu t6 cin thiét dé protein ding lam vaccin ¢ hidu qua). Trong
mdt sé trusng hdp, cic enzym khéng phai cla ngudi dude san xuit bing ky
thuat tai td hop di truyén sé it giy mién dich hon cic enzym tu nhién, c6 1& do d6
tinh khiét cao hdn va qua trinh tinh ché it gy bién tinh protein hon. Tuy nhién,
ngay ca véi cac protein tai t8 hop cia ngusi, tinh gy mién dich vin c6 thé la
moét van dé néu protein dét bigdn (mutein) duge si dung, hodc aéu qua trinh san
xuat khéng dam bao loai bo dugc cie protein gap khéong ding.

— Phan ung di ung c6 thé xdy ra khi hit phai bst enzym, dic biét 1a cac
protease.
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- Sin xuat va kiém dinh: enzym la cac phan td phuc tap doi hoi cac quy
trinh sdn xudt rac réi, din dén gid thanh san xuit cao. Hon nita, s8 phudng
phap kiém dinh enzym hay protein ciing giéi han, ngay ca véi cac phuong tién
kg thuat tén tién hién nay. Diéu nay lam cho viéc kiém nghiém san pham trd
nén khé khan.

Miat khac. ¢6 mét s§ diém thuan lgi trong viée dung enzym dé didu tri:

— Tt tac dung phu hon (bao gém tac dong giy quai thai) so véi thude thong
thuong.

- Thdi gian phat trién ngan: véi cac tién b vé thudc protein tai td hop trong
nhing nim 1980, thdi gian dé nghién ciu va phat trién cla mot thude enzym
mdi ngin hon ding ké vi ty 1¢ that bai trong qua trinh thi nghiém lim sang
hay tién lam sing thap hon so vdi cac thude théng thudng.

Do d6, nhicéu thi thach dang dit ra d6i véi nd luc phat trién cac enzym
thanh liéu phap diéu tri:

— Cai thién tinh én dinh: nhiéu cach tiép can dé kéo dai tudi tho thude nhu
lién hgp véi polyethylen glycol (PEGylat héa); lién két chéo héa hoc; phat trién
cua hé théng phéng thich c6 kiém soat hay trit thude. Vi du, tao vi nang enzym
trong cac polyme nhu déng polyme poly (lactid) — poly (glycolid), hay bao enzym
trong cAc liposom nhin tao hay xac t& bio mau; hofic cac vi tri nhan thu thé
bang cach thiét ké cac enzym dot bién.

- Gidm tinh gay mién dich. Vi du, bang cach bién d6i héa hoc (PEGylat héa)
hay di truyén dé che hay loai bd céac epitop lrén bé mat protein c¢é thé bi nhan
dién boi hé théng mién dich.

- Huéng dén moé hay L& bio mét cach dic hiéu. Piéu nay ¢6 thé duge thuc
hién bing cach bién ddi véi cAc nhém dudng c6 thé duge nhan dién bdi cae thu
thé té& bao gan, hay tao dung hdp di truyén vdi “ch&t dinh hudéng dich” nhu cac
peptid nhan dién hay céc phan ctia khang thé. Mit khac, ¢6 thé gin khang thé
vao enzym diic hiéu véi dich tac dong.

— Cai thién kha nang xAm nhap mo biang cach giam kich thude phan ti (cac
thé dot bién) hay dung hdp vdi cac trinh tu lim trung gian xuyén mang.

1.3. Nguén enzym va cac hé thong san xuit

Enzym tif cac ngudn khéng phai ela ngudi nhu vi khuin, ndm, déng vat va
noc ran di dude diang cho mue dich tri lidu tir rat 1Jau. Do tinh giy mién dich, céc
enzym nay chi dudge dung cho cac vi tri bén ngoal nhu tiéu héa hay dung ngoai
da. Trong cac trudng hop nay, doé tinh khiét, nguén géc, va liéu diing ctia cac ché
pham enzym khéng qua khit khe.

Viéc tinh ché enzym ti ngudi véi luong du dé s dung diéu tri hay tham chi
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chi du dé thu nghiém ]am sang 1a mét thd thach 16n vé mat cong nghé. Mac du
vav, méL sd enzym ngudi lay L mau, nude tiéu, nhau thai hay nudi cdy té bao da
dugc 4p dung trong lAm sang, nhu cac phin doan mau, cac yéu té déng mau,
urokinase, imiglucerase, va cac enzym khac. Bén canh nguén cung cap han ché
cua nguvén lidu, mot van dé 1dn ciia viée 1dy enzym ti ngudi 1a nguy co nhiém
virus. Do dé, tit nhiing nam 1980, cac enzym cua ngudi c6 ngudn goc tai 16 hgp
dude wa chuéng hon.

V61 cac san pham protein dung dé diéu tri thay thé thi cac protein tai té hop
giong hét protein cia ngudi dude si dung la chu yéu, nhung hién nay xu hudng
chiém uu thé 13 phat trién cac protein “th& hé hai” trong dé trinh tu acid amin
dude thay déi ¢6 cha dinh nhim cai thién hiéu qua va tinh an toan trong diéu
tri. hay dé cai thién ning suit san xuAt.

Mat khia'canh quan trong cua viéc san xuat cac enzym tai td hgp ding trong
didu tri 1a lua chon hé théng bidu hién. Hau hét cac enzym cia ngudi 8 dang tu
nhién déu trai qua qua trinh bién déi hau dich ma nhu glycosy héa, phosphory
hoa, acetylat héa, myristoy héa, hay xt1 ly cil bang protease. Néu té bio chu
diing dé san xuat san phim tai t6 hop khong phai ]a té bao nguyén thuy san
xuét ra enzym tuong ung thi qua trinh bién déi hau dich ma cé thé khac di. Diéu
nay c6 thé anh hudng dén dac tinh duge déng hoc, dude luc hoc va tinh chat gay
mién dich cua enzym. Vi cac thay d6i nay cin dude nghién ciu bing thuc
nghiém dé1 véi tiing trusng hop.

Hién nay c6 nhiéu hé théng biéu hién dude duang dé san xudt cac protein tri
héu:

— San xudt tir cac dong t& bao ngudi hién nhién la tét nhat vé phuong dién
bién d6i hau dich ma nhung c6 thé gap cac van dé vé nhiém virus.

- 8an xuat t cac t& bao déng vat cé v (chu yéu 1a té& bao budng triing chudt
dong Trung Hoa (CHO) va t&€ bao than chuét dong non (BHK)) ciing thudng dudc
dung, dac biét déi véi cac protein can duge glycosy héa méi ¢é hiéu qua didu tri.
Su glycosy héa & t& bao ddng vat cé vi khéng gidng t& bao ngusi vé chi tiét
nhung néi chung ciing tuong tu.

- San xuit tif ndm men (S. cerevisiae) c6 kiéu bién dbi hau dich ma khac
nhiéu so véi t& bao ngusi; do d6, d&€n nay né chi yéu duge dung dé san xuit cac
protein ti nAm.

- E. coli khéng thé glycosy hoéa san phdm. V& nguyén tc, cac hé théng san
xuat véi vi khuin ¢é thuan 1gi 16n vi chi phi thap, hiéu qua kinh t& cao va khéng
bi nguy c¢d nhiém virus. Tuy nhién, vi cdc protein ctia sinh vat nhan that thuong
khéng duge gap ding cach & t€ bao vi khudn, viéc gap lai protein chinh xac sau
d6 1a cAn thiét dé thu enzym c6 hoat tinh.
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~ San xuit nhd thuc vat chuyén gen hay tit s@ia cla cac dong vat chuyén gen
dang duge nghién citu va cho thay nhiéu trién vong dic bidt v& ning suit hay
cac protein phiic tap nhu y&u t§ déng mau VIII.

Hién nay ngudi ta cang dang nghién citu mét thé hé protein tri lidu thit ba,
mot kiéu lidu phap gen, trong dé protein tri liéu khéng con dude san xuit bang
con dudng lén men nita ma bdi chinh bénh nhan, vi gen ma héa cho protein dé
duge dua vao va biéu hién ngay trong co thé bénh nhan.

1.4. Mot s6 vi du liédu phap enzym
Liéu phaAp enzym thay thé

Adagen (Adenosine Deaminase, ADA cia bo) dude stt dung d€ diéu tri SCID
(Severe Congenital ImmunoDeficiency), enzym cit bd adenosine du thiza hién
dién trong mau cua cic bénh nhan mic bénh di truyén thiéu hut enzym nay,
nén lam gidm doéc tinh cta chat nay d6i vl hé mién dich. Thanh céng cua phép
diéu tri nhd vao viée xtt 1y enzym véi PEG, chat nay kéo dai thdi gian tac dong
cua enzym (enzym nguyén thiy cé thoi gian ban hiy chi 30 phit), dong thai lam
giam phan ttng mién dich cia co thé dai véi enzym.

Ceredase (ché pham tiém alglucerase) dé diéu tri bénh Gaucher, mét bénh
vé tén trd thé ly gidi (Lysosomal Storage Diseases — LSD), 14 liéu phap enzym
thay thé diu tién trong dé mét enzym ngoai sinh duge dinh hudng chinh xac dén
noi tac déng cua nd trong cd thé. Brady va cong su da cd tim cach thay thé
enzym glucocerebrosidase bi thiéu hut & bénh nhin mic bénh Gaucher bing
enzym tuong tu tit nhau thai. Sau dé céng nghé tai té hgp protein dude ap dung
dé san xuit enzym niy mdt cach hiéu qua hon va enzym tai t6 hdp da dude
chuéin y d€ st dung vao nim 1994. Sy thanh cdng vé mat thudng mai ciia enzym
nay da ma dudng cho cac liéu phap enzym khéac, dac biét 1a d81 véi cac bénh LSD
khic. Vi du, bénh Fabry 1 bénh réi loan tich liy glycolipid do thi€u enzym
o—galactosidase. Bénh nay anh hudng chit yéu dén hé théng mach mau va cé thé
gay suy than, dau va duc gidc mac. Mot liéu phap st dung o—galactosidase tai to
hop dugde biéu hién trong té& bao budng tring chuét dong Trung Hoa va mot
thuéc khac véi enzym tuong tu duge biéu hién trong t& bao ngudi. Mot san phim
thit ba cing dang dude phat trién bing cach bidu hién trong t& bao thuc vat.

Cac liéu phap enzym thay thé& cho cac bénh réi loan tich lay polysaccharid
niém mac (muco—polysaccharide — MPS), mét dang bénh trong nhém LSD, ciing
dang duge trién khai. Laronidase diung dé diéu tri thay thé trong MPS I, do
thidu a—L-1duronidase, di xong thi nghiém lam sang giai doan I1II. Enzym
N-acetylgalactosamine—4-sulfatase dé diéu tri thay thé& trong héi ching
Maroteux-Lamy (MPS VI) ciing di hoan thanh thi nghiém d6 an toin va hiéu
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qua. Bénh Hunter (MPS II) do thiéu enzym iduronate 2—sulfatase ciing da dudc
thi nghiém.

Bénh Pompe, do réi loan tich liy glycogen loai II (GSDII), giy ra do thidu
a-plucosidase cing dang duge thi nghiém véi liéu phap enzym. Bénh chu yéu
gay anh hudng dén hé ca. Enzym tai té hop dude st dung dé thd nghiém.

Ngoai cac enzym tidu héa duge st dung dudng udng tir rat 14u, ngay nay
nhidu bénh enzym cé thé duge diéu tri bing enzym duong udng. Vi du, bénh thiéu
sucrasc—isomaltase (Congenital Sucrase-Isomaltase Deficiency — CSID) cé thé
duge diéu tri v6i sacrosidase, 12 mét B—fructofuranoside fructohydrolase cta
Saccharomyces cerevisize. Cac bénh nhan bi CSID khéng thé dung dudng mia
théng thudng, trong khi d6 thuéc cung cip enzym dé thuy phan dudng gidp bénh
nhan cé thé st dung cac thuc pham binh thudng. Mt bénh khac 1a phenylketon
niéu (Phenylketonuria — PKU) ciing dé hdi ché dd an dac biét. PKU do thigu hoiic
mAit enzym phenylalanin hydroxylase, cAn thi&t dé chuyén phenylalanin thanh
tyrosin. Thudc diéu tri PKU c¢6 thé dung dudng udng chita enzym phenylalanin
amoniac lyase (PAL) tai td hop tit nim men.

Hén hgp cac enzym tuy gdm cac lipase, protease va amylase dude su dung
trong dicu tri bénh réi loan hap thu § bénh nhan mic hoi chitng suy gidam mién
dich (AIDS). Cac enzym nay cing duge dung dé diéu tri chitng thiéu nang tuy,
mot tinh trang bénh anh hudng nhiéu dén cac bénh nhin bi x6 nang (Cystic
Fibrosis — CF). Lipase diing trong hdn hdp nay c6 ngudn gbc tit bap chuyén gen.

Mbt peptidase dude dung dé diéu tri bénh Celiac, réi loan rudt non do bi phan
iing mién dich véi protein gliadin cé trong cic san phim lda mi.

Ngoai ra, enzym con cé thé dung qua dudng hd hap. Vi du nhu Pulmozyme
(Dornase a) chita mét DNase dude dung dé tri xd nang (CF). Dornase a lam
loing chit nhay tich lay trong phdi ciia bénh nhan x0 nang.

- Liéu phap enzym dua vao dac tinh xie tac
Diéu tri mé bi tén thuong

Trude didy nhiéu enzym thuy phin protéin cé6 ngudn géc tir thue vat hay vi
khuin da dudc nghién citu dé thay thé& viéc chili ria vét béng, nhung do chit
lugng enzym chua cao nén két qua khong kha quan.

Nhd cac céng nghé chiét tach va tinh ché mdi cac enzym gin day cé chat
ludng va d6 tinh khiét da cao dé ¢6 Ung dung trong linh vuc nay. Mét ché pham
gel bbi chita hén hdp cdc enzym chiét xuit tit dia dang duge thi nghiém l1am
sang dé diéu tri bdng ning va vira. Vibrolysin tai t3 hgp, mét enzym thiy phin
protein ¢é ngudn gde ti mét vi khuin bién Vibrio proteolyticus dudc ding dé
loai b cic protein bi bién tinh cba da bi bong ciing dang dudc thd nghiém.
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Hoac mét enzym khac 12 collagenase clostridiopeptidase tu Clostridium cing
c6 trién vong.

Chondroitinase va hyaluronidase hita hen ¢6 iing dung trong didu tri cac tén
thudng ¢t séng vi né cé thé gitip phuc héi tiy séng bi tén thudng bang cach loay
bo chondroitin sulfat, vi chat nay itec ché su phat trién cha s¢1 truc va tich tu
trong té bao than kinh dém.

Diéu tri bénh nhiém

Lysozym tu 1du dude dung nhu mét chat khang khuén tu nhién trong nhiéu
thuc phdm va sdn pham tiéu dung. Enzym nay thay phan mach carbohydrate
trong thanh t& bao vi khuan. Lysozym va mét s6 enzym khac nhu RNase A va
RNase U ciing dude chiing minh ¢6 hoat tinh chéng HIV, hai enzym sau tac déng
bang cach phan hiy chon loc ARN cha virus. Didu nay md ra nhidu trién vong
méi trong diéu tri virus thé& ky.

Mot enzym khang khuin tu nhién khéac 13 chitinase, thuy phan chitin.
Nhiéu vi sinh vat bao gbm ca vi nim, bao ti trung va giun san cé chia chitin, do
d6 c6 thé sit dung chitinase dé diét chung. Nhiéu vi khuin nhu Streptococcus
pneumoniae, Bacillus anthracis va Clostridium perfringens bi thuy phan béi cac
enzym c6 ngudn gdc thue khuin. Ban than thuc khuin cing cé tiém ning st
dung nhu khang sinh, nhat 1a trong tinh hinh vi khuan dé khang vé1 khang sinh
ngay cang nghiém trong.

Diéu tri ung thu

Cac nghién ciu gan day cho thiy arginin deaminase PEGylate héa, enzym
phin hiy arginin, ¢é thé e ché u hic t6 6 ngusi va u t& bao gan. Co ché tac déng
dua vao su thidu enzym arginosuccinate synthetase, enzym téng hdp arginin, d
cac té& bao ung thu. Do d6 khi arginin bi phan hiy thi cac té& bao ung thu sé chét
do thiéu arginin; trong khi t& bao thudng it bi Anh hudng do tu téng hgp dude.

Mot enzym dude PEGylate héa khic 1a asparginase cing dia dudec dung
trong ldm sang cho két qua tét hon trén tré em bi ung thu nguyén bao lympho
cdp so vdi enzym nguyén thiy tu vi khuan. T€ bao thudng c¢é thé téng hop
asparagin, trong khi t& bio ung thu khéng thé téng hop duge nén bi chét khi ¢é
mit enzym phan hiy asparagin nhu asparginase. Ca enzym nguyén thuy lan
asparginase PEGylate héa dude sit dung hiéu qua trong diéu tri hé trg liéu
phap héa tri liéu chuan.

Mot dic diém ctla qua trinh sinh ung thu la t& bao ung thu ¢in duge nhin
lén. Ngudi ta da ching minh viée loai bo chondroitin sulfat proteoglycan bai
chondroitinase AC, hoac kém hiéu qua hdn bdi chondroitinase B, ¢6 thé iic ché
su phat trién ctia khéi u, sy di trd trong mach mau va sy di cin ung thu.
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Liéu phap thude tién chit enzym duge dinh hudng bing khang thé (antibody—
directed enzvm prodrug therapy — ADEPT) 1a mét vi du st dung enzym trong liéu
phap diéu tri ung thu. Khang thé don dong mang enzym dén té& bao ung thu mot
cach dic hidu. tai d6 enzym sé hoat héa mét thude tién chat thanh dang cé hoat
tinh va pha hiy t& bao ung thu ma khéng anh hudng dén t& bao thudng.

Mot tac dung phu cua héa liéu phap tri ung thu 1a chitng cao acid uric mau,
¢6 thé din dén viém khdép dang gout va cac bénh than man tinh. Enzym urate
oxidase c6 thé phan hiy dang acid uric kém tan. Mét diéu ly thd 13 gen ma héa
cho enzym nay c¢6 d ngudi nhung khong hoat dong do c6 mdt codon vd nghia.
Trong cac nam gan day, ngud ta di cAp phép cho it nhat nam thuée sit dung

€NZVMm nay.

Bang 7.1. Mot sé enzym dugc dung trong diéu tri

SS E.C. Enzym Ngudn Diéu tri
1.7.3.3 Urate oxidase tai t hop  Saccharomyces Cao acid uric mau &
cerevisiae taj t8 hop bénh nhan TLS
1.733 Urate oxidase Aspergilius flavus Gout; Cao acid uric
mau d bénh nhan TLS
1.15.1.1 Superoxide dismutase Gan bo hay t& bao Viem khép, viém dz
hong cau khép, hen, ngd doc
oxy 43 tré sinh non
1.156.1.1 Superoxide dismutase E. colitai 18 hop hay Du phang loan san
tai té hop nam men phdi — phé quan
1.15.1.1 PEG—superoxide Gan bo - Chan thuang dau kin
dismutase
2.3.2.13 Yé&u té dong mau X!lI Huyét tuong nguoi Chay mau, thi€u yéu
té XI1I; bénh fibrin
3.1.1.3 Lipase Rhizopus arrhizus Tro tiéu hda
3.1.1.47 Yé&u 16 hoat héa tiéu cdu  E. coli tai 18 hop Nhiém triing mau
acetylhydrolase tai t§ nang. ARDS, viém
hop tuy
3.1.4.12 Sphingomyelin T& bao CHO tai t8 hap Bénh Niemann -
phosphodiesterase 1 Pick typ B
(acid sphingomyelinase)
tai té hop
3.1.6.12 N-acetylgalaclosamine— Té& bao CHO taitd hap  Héi chung
4-sulfatase Maroteaux — Lang
(arylsulfatase B) tai td syndrome {bénh
hop mucopolysaccharid
tyn VI)
3.16.13 Iduronate—2—sulfatase Té& bao CHO tai td hop « Héi chiimg Hunter
tai té hop (bénh
mucopolysaccharid
typ I)
122505 BOHE UG DUGC
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Sé6 E.C.

Enzym

Nguén

Didu tri

3.1.211

3.1.21.1

3.1.21.—

3.1.26.4

3.2.1.1
3.21.2
3.21.3

3214
3.2.1.17

3.21.22

3.2.1.23

3.2.1.35
3.2.1.45

3.2.1.45

3.2.1.45

3.2.1.76

3.4.21.1

3.4.21.4

Desoxyribonuclease tai
td hgp

Desoxyribonuclease
(streptodornase)

T4 endonuclease V

Ribonuclease

a—amylase
—amylase

acid o—1,4-glucosidase
14i 18 hop

Cellulase

Lysozym

a—galactosidase tai td hgp

B—galactosidase
(Lactase)

Hyaluronidase

Glucosylceramidase (B-—
glucocerebrosidase)

Glucosylceramidase (-
glucocerebrosidase) tai
té hap

PEG—3—
glucocerebrosidase

a-l-iduronidase tai t8 hop

Pancreatin (mixture of
pancreatic enzymes,
e.g. trypsin,
chymotrypsin, lipase,
a—Amylase)

Chymotrypsin

Trypsin

T€& bao CHO tai té hap
Streptococcus

haemolyticus

E. coli nhiém thuc
khudn T4

Rana pipiens

Tuy lgn
Aspergillus oryzae

Té& bao CHO tai té hap

Trichoderma viride
Long trang tring

Té& bao ngudi tai td hap
hay té bao CHO

Kluyveromyces fragilis,
Aspergiflus oryzae, hay
Aspergillus niger

Tinh hoan bo
Nhau thai nguai

Té bao CHO 1ai t hop

Nhau thai ngudi
T& bao CHO t4i t6 hap

Tuy lon

Tuy bo

Tuy bd

Bénh phdi tdc nghén
man tinh

Loét da day (cung
v3@i streptokinase)

Xeroderma
pigmentosum

U trung biéu mod ac
tinh, ung thu vu khd
chifa, ung thu té bao
than, khang virus

Tro tiéu hoa
Tro tiéu hoa

Bénh Pompe

Trg tiéu hda

Bénh nhiém (khang
sinh)

Bénh Fabry

Khong dung nap
lactose

Trg hdp thu; dau tim

Bénh Gaucher

Bénh Gaucher

Bénh Gaucher

Bénh
mucopolysaccharid

Tro tiéu hoda

&nh vét thuong, trg
tieu hoa

Lam sach vét
thuong, Tro tiéu hda
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S8 E.C.

Enzym

Ngudn

Piéu tri

3.4.21.5

3.421.7
3.4.21.21

3.4.21.21

3.4.21.22
3.4.21.22*

3.4.21.34

3.4.21.63

3.4.21.68

3.421.68

3.4.21.68

3.4.21.69

3.4.21.73

3.4.21.73

Thrombin

Plasmin

YE&u 16 @dng mau Vil

Yéu t6 déng mau Vlla
tai t6 hop

Yé&u té ddng mau VI
Yéu té déng mau VIi|

Yéu té dong mau Vil (chira
yé&u 16 von Willebrand)

Yé&u 16 déng mau VI tai
té hop

Y&u td dong mau VIl tai
té hop

Yéu td ddng mau VI 1ai
t6 hop (mat doan chitc
nang B)

Yé&u 16 déng mau IX

Yéu t6 déng mau 1X tai
té hop

Kallikrein

Oryzin (protease kiém
clia Aspergillus)

Y&u 16 hoat héa
plasminogen ma tai té hap

Yéu t6 mutein hoat héa
plasminogen md tai té hop

Y&u t6 mutein hoat héa
plasminogen mé tai té hop

Protein C hoat hoa tai td
hop

Urokinase

Urakinase tai t8 hop

Streptokinase

Huyét tuong nguoi

Huyét tuong ngudi hay bo

Huyét tuong ngudi
T& bao BHK tai té hap

Huyét tuang Ign
Huyét tuong ngudi
Huyét tuong ngudi

T& bao CHO tai 16 hap
T& bao BHK tai té hop
T& bao CHO tai t8 hop
Huyét tuong nguai

Té& bao CHO 1t4i té hap

Tuy lgn

Aspergillus sp.

Té& bao CHO t4i t6 hgp

E. coli tai t8 hop
T& bao CHO tai té hap

T& bao CHO tai t hop

Nudc tiéu ngudi hay té&

bao than ngudi
E. coli tai t hgp

Streptococci huyét giai p

Chay mau ngoai
bién; bénh fibrin
Lam sach vét thuong

Chay mau, thigu yéu
ta VI

Bénh va chdy mau A
vaB

Bé&nh ua chay mau A
Bénh ua chay mau A

Bénh von Willebrand
Bénh wa chay mau A
Bénh ua chay mau A

Bénh uva chdy mau A

Bénh uva chay mau B

Bénh ua chay mau B

Bénh mach vanh va
mach ngoai bién, réi
loan thu thai

Viém

Nhdi mau cd tim cap;
tdc mach phdi cap;
s6c nhoi mau

Nhéi mau ca tim cap
Nh&i mau co tim cap

Nhiém trliing mau
nang

Nhéi mau co tim cap

Nhdi mau co tim cap
Nhéi méau co tim cap;
loét da day (cung vai
ribonuclease)
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Enzym

Nguon

Piéu tri

APSAC (phitc clia dan
chéat p—anisoylate héa cla
plasminogen—streptokinase)

Huyét tuong ngudi
{plasminogen)/
Streptococci huyét giai
B (streptokinase)

Nhéi mau co tim cdp

3.4.21.74 Ancrod Noc Agkistrodon Cai thién tudi mau;
rhodostoma ung thu lympho, u
lympho
3.4.21.74 Batroxobin Noc Bothrops atrox Cai thién tusi mau
3.4.21 Sfericase Bacillus sphaericus Viém phé& quan man
tinh, viém phdi, viem
xoang c¢ap
3.4.22.2 Papain Carica papaya Tro tiéu hoa, lam
sach vét thuang
34226 Chymopapain Nhua du dd Lam sach nuclectid
clla dia dém cot
séng bi léch
3.4.22.32 Bromelain Ananas comosus var. Trg tieu hoa; viém
3.4.231 Pepsin Da day lon H& trg chirc n3ng da
day, loét da day
3.4.243 Collagenase Clostridium histolyticum Lam sach vét
thuang; loét da
3.4.24.28 Protease Bacillus subtilis Lam sach vét thuang
Chiét xuat chira protease, Aspergillus oryzae Tro tiéu hda
cellulase, RNase, a— va
—amylase
3.4.24 .40 Serrapeptase Serratia E15 Viém
(serralysin)
3.5.11 Asparaginase E. coli hay Erwinia Ung thir t& bao lympho
carotovora cap
35.1.1 PEG-asparaginase E. colf Ung thu t& bao lympho
cap
3544 PEG-adenosine Ruét bo SCID
deaminase
43138 Uroporphyrlnogen-1- E. coli tai t8 hop Porphyria gian doan

synthase
(porphobilinogen
deaminase) tai té hop

cép

TLS: tumor lysis syndrome (héi chimg ly gii khéi u)
SCID: Severe combined immunodeficiency (thiu nang mién dich két hdp nang)
CHO. chinese hamster ovary (budng trimg chuét déng Trung Hoa)
BHK: baby hamster kidney (than chudt ddng non)
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2. SAN XUAT THUOC BANG CONG NGHE ENZYM
2.1. Thuéc déi quang (chiral drug)

Do ciu tric khong gian evia cac phan ti sinh hoc va thu thé ¢ sinh vat nén
vé1 phan 1é6n cac phan tit ¢é hoat tinh sinh hoc ¢6 dong phan quang hoc thi chi
mot trong hai déng phan cé hoat tinh, hoac cac déng phan cé hoat tinh khac
nhau. Bén canh dé, su khac biét gitita cac ddng phan con thé hién § cac dac diém
duge dong hoe va chuyén héa. Didu dé ¢6 nghia 1a ddng phan kia khéong mang lai
tac dung didu tri nhung cé thé giy ra cac tac dung phu hosc doc tinh. Do dé vé 1y
thuvét thude tinh khiét quang hoc (enantiopure), chi chita mét déng phan, sé& cé
tac dung tét haon véi it déc tinh va tac dung phu so véi thude racemic. GAn day
cong nghiép san xuit thude da bat diu quan tdm nhiéu dén tinh chit nay va da
¢6 nhiéu thuée trude day duge dang ky d dang khéng chi ré su khac biét vé hoat
tinh chia cac d6i quang nay dude dang ky lai ban quyén méi véi chi mdt trong cac
déng phan dude st dung. Cac thude nay duge san xui't va ing dung trong diéu
tri dua trén hoat tinh riéng ciia mdt dong phan.

Bang 7.2. Su khac biét vé hoat tinh giira cac déong phan quang hoc

Téac dung dugc ly chinh Khac biét gilra cac déng phan

Thuéc chen B: propranolol, acebutolol, atenolol,
alprenolol, betaxolol, carvedilol, metoprolol,
labetalol, pindolol, sotalol, ...

Thuéc chen kénh calci: verapamil, nicardipine,
nimodipine, nisoldipine, felodipine, mandipine ...

Thude gian phé quan: albuterol (salbutamol),
salmeterol va terbutaline

An than: hexobarbital, secobarbitat, mephobarbital,

pentobarbital, thiopental, thiohexital

Thudc gay mé: ketamine, isoflurane

Giam dau tac déng trung uong: melhadone

Khang viém khéng steroid: ibuprofen, ketoprofen,

benoxaprophen, fenprofen

An than: nhdm 3—-hydroxy-benzodiazepines:
oxazepam, lorazepam, temazepam

| > d (d = khéng c6 hoat tinh)
Vi du: S(—)—propranolol > R{+)—propranolol

I>d

Vi du: S(—)-verapamil > R(+)-verapamil

| > d (d = khéng c6 hoat tinh)

Vi du: R(—}-albuterol > S(+)— albuterol

1>d

Vi du: S(—)-secaobarbital > R—(+)secobarbital
d > | (1 = khéng cb hoat tinh)

Vidu: §(+)-ketamine > R(—)—ketamine

_S(+)-isoflurane > R(—)-isoflurane

Vi du: R(-)-methadone > S(+)-methadone
d>|

Vi du: S(+)—-ibuprofen > R(—}-ibuprofen

d > { (t = khéng cd hoat tinh)

Vi du: S(+)—oxazepam > R(-)- oxazepam

d, (+): ddng phan quay phai; |, (-): ddng phan quay trai; S, R: cdu hinh tuyét déi
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» Khong bat dbi: 2
Tu nhién/

1 Ché pham dang
ban tong hop: 147

o racemic: 8
Bat doi: 145 o
Che pham mot
, déng phén: 119
Thuoc: 668 L
Ché pham mot

. ddng phan: 110
Bat doi: 252 o
Ché pham dang
racemic: 140

Téng hop: 521 {

Khong bat dbi: 269
Hinh 7.1. Thuéc dbi quang va racemic

2.2. Xuc tic enzym trong cdng nghé san xuit héa chat va thuéc

Do tinh dic hiéu cao vé nhém héa hoc va dac biét 1a tinh dac hiéu vé khong
gian, enzym dude ting dung ngay ciang nhiéu trong viée téng hdp hoéa chat va thube,
nhat la cac thuéce d6i quang.

Bang 7.3. Cac loai phan img dugc xiic tic bdi enzym

Lép enzym theo IUBMB Phan &ng xuc tac

EC 1 Oxidoreductase Oxi héa/kh(t d6i v3i —-CH-OH, -C=0, -C=C, ...

Khéng doi hdi dong co chét

EC 2 Transferase Chuyén cac nhém chltc nhif halogen, aldehyd, keto, acyt,
Khéng déi hdi déng yéu t& glycosyl, ...

EC 3 Hydrolase Thly phan/ngung tu céac ester, glycosid, nitril, amid, halogen,
Khéng doi hdi déng yéu t6

EC 4 Lyase Thém/loai bo; cat cac lién két C-C, C-0, C-N

Khéng doi hdi déng yéu to6

EC S Isomerase ~ Dong phan héa, chuyén dang cis—trans, epime hda
Khéng dodi hdi déng yéu t6

EC 6 Ligase Tao cac lién két C-O, C-S, C-N, C-C

Cén déng co chat ATP '
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Bang 7.4. Mét s4 img dung cong nghiép cla enzym cé dinh

Enzym Co chat San pham Quy mo (tan)
Penicillin amidase Penicillin G Acid B—Amino penicillanic 6.000
Cephalosporin amidase Acid Glutaryl~7- Acid 7- Amino -

Amino cephalosporanic

cephalosporanic
Amino acylase Acid Acyl-D-L—- Acid L-amino 300

amino
Aspartase Acid Fumaric Acid L-aspartic 1.200
Fumarase Acid Fumaric Acid L—-malic 360
Lactase Lactose / GalGlc Stra nghéo factose / -
(galactosidase) Gal + Gle
Aspartase pB— Acid Aspartic L—alanin 120
decarboxylase
Nitrile hydratase Acrylonitril Acrylamid 30.000
Glucose isomerase Glucose (sird bap) Sird giau fructose 8.000.000
Lipase Rac—1-phenylethyl- (S)-1-phenylethyl-amin 200

amin

2.3. Khai quat vé cong nghé

Cac quy trinh san xuft cé thé dude van hanh theo 16 hodc lién tuc trong noéi
phan tng. Enzym st dung trong cac quy trinh nay ¢6 thé ¢ dang tu do hoac
duge ¢ dinh 1én vat liéu thich hgp @& c¢6 thé tai st dung va dé dang tach ra
khoi hén hop san pham. Mai trudng phan itng ¢6 thé 1a nuée hodac dung mai
hitu cg tity theo tinh tan cha cac chit phan ng va ddng hoc cin bing cua phan
ung. Trong nhidu trudng hdp, ngudi ta cé thé st dung hé méi trusng hai pha
gdm nude vad mot dung moi khong trén 1an véi nude, tuy nhién viée kiém soat
phan ung kifu nay rat phic tap. Khi phan iing thuc hién trong mbi trudng
dung méi hiu co, khan nudc hoac gan nhu khan, chiat xiic tac st dung thudng
phai dude ¢ dinh dé ting d6 bén, ngoai ra, trong méi trusng nay pH cia phan
ing rat kho kiém soat. Mot s§ vian dé chung cAn dudc xem xét bat ké kiéu chat
xtc tac st dung bao gém: 4

1. Chi phi ¢ dinh phai b dip duge béi su gia ting tinh 6n dinh hodc hoat tinh.

2.Giam thifu sy mat hoat tinh trong qua trinh ¢é dinh.

3. Khi enzym dudc c¢6 dinh bang phudng phap ¢6 tinh thuan nghich, su ré ri
enzym phai dude nghiédn citu va cé bién phap thich hop.

4. Su gidi han vé luan chuyén vat chat trong chdt mang cin dude tinh toan
khi diéu chinh pH hay nhiét d6 trong qua trinh phan tng.
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5. Vdi enzym tu do, hoat tinh chuyén héa cé thé dat dude cao hon & néng do
enzym cao. do d6 viéc chuyén héa céc co chat khé c6 thé thuc hién duac.
6. Tinh vb tritng ciia phan Ung can dudc quan tam.

7. Su tudng thich cia dung méi vdi chidt mang va anh hudng cua dung méi
dén hoat tinh can dude xem xét.

2.4. Lua chon néi phan tng

Viée la chon thiét k& ndi phan tng duge dua trén viée phan tich dic diém
ddng hoc chia phan ung. Vi du, néu enzym cé dic diém bi tte ché bdi luong du co
chit, kiéu ndi van hanh lién tuc sé ¢6 uu thé. Phan dng trong d6 san pham c6
tinh e ch€ manh ¢6 thé s dung ndi 1én men gian doan hoic ndi cdt nhdi (plug
flow) d€ dat dudc hiéu suat cao hon. Kiéu nai chiét tach (extractive bioreactor) ¢é
thé dugc diung néu ¢ chit va san phidm c6 su khac biét vé d6 tan. Véi kiéu ndi
niy c6 thé tranh dude hiéu tng trén hoat tinh do dung méi hitu ¢d, vi enzym
duge tach roi véi pha hitu cd dude dung dé chiét tach san pham khéng tan. Pha
nudc chia enzym s& dude bio hoa dén khi cd chat dat duge dd tan cao nhat. Cac
enzym ¢4 dinh bang cach danh bit trong cic hat mém nhu alginat sé khéng
thich hgp v4i ndi phan dng c6 Ap suat cao.
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Hinh 7.2. Céc thigt k& chinh cia noi phan tmg enzym

a) van hanh theo 16; b) van hanh theo 16 ¢é tuan hoan; c) thung khu&\ ¢b siéu loc;
d) thung khuay van hanh lién tuc; e) thUng nhéi lién tuc; f) tang séi lién tuc

Phan iing trong dung dich nudc thudng duge thuc hién & nhiét dé tir 10-80°C
va & ap suit khi quyén. Do sy tc ché cua kim loai niang d6i véi enzym, vat lidu
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ché& tao noi phai dam bao khéng dé rd ri cac nguyén td nay. Noi dude van hanh
trong cAc diéu kién nhim tranh nhiém khuan. Néi va cd chiit ¢6 thé duge tiét
tring trude bang héa chat (ethanol, formaldehyd, ethylenoxid, Velcorin) hay hai
nude. Tia cue tim hay gamma ¢é thé dudge dung dé tiét triing enzym da ¢ dinh
ngayv trén gia mang. Viée c¢6 dinh dude thuce hién trong diéu kién vé trang. Cac
khing sinh ¢6 thé duge thém vao hén hop phan ung dé ngin vi sinh vat phat
trién trong subt qua trinh van hanh. Trong nhiéu trudng hdp, ban than cac chat
phan Gng ciing dong vai trd chit diét khuan hay dc ché tang trudng nhu céc
keton hay rugu. 0 néng do cao (trén 500 mmol/L), dung dich ¢4 thé trd nén vo
trang do ap suit tham thau qua cao. Cac quy trinh céng nghiép thusng dude van
hanh ¢ nhiét dé cao (trén 53°C) do dé lam giam nguy c¢d nhiém.

Kiéu ndi phan ting Nong do theo thai gian Néng do theo vi tri
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Hinh 7.3. Bong hoc clia cd chit va san pham trong cac kiéu néi khac nhau
A: thung khu&y van hanh theo 16; B: thing nhéi van hanh lién tuc; C: thing khudy van hanh lién tuc
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Dé dam bao chit lugng san pham va hiéu suit cia qua trinh xi 1y sau phan
Ung cac néi cidn duge van hanh sao cho téc d6 chuyén héa 1a hang dinh. D& tranh
anh huang do tén that hoat tinh enzym, thdi gian thu hoach can dudc ting dan
hoac bd sung enzym méi.

2.5. Mgt s6 quy trinh san xuit thude nhd xic tac enzym
Oxidoreductase

Glaxo Wellcome da phat trién mot quy trinh st dung nucleoside oxidase 18y
ti Stenotrophomonas maltophilia (FERM BP-2252) dé€ san xuit cic din xuit
5'-carboxylic acid cha cic nucleoside ddng ding. Viéde téng hdp héa hoe gip khé
khan do tinh chat khéng dong nhit cia hé phan ving va dol hoi phai bao vé cac
nhém hydroxyl 2’ va 3". Phan tng xuc tac véi nucleoside oxidase ¢6 thé duge thuc
hién v3i enzym tho tit dich chiét té bao hoac enzym cé dinh trén Eupergit—C.

HIN Ph

HN Ph
NN Ph . N~y Ph
¢ 1 Nucleoside oxidase 0O ¢ L
o NN

HO 0O N N~ Cl H,O, pti 6, 25 °C, 12_24; HO/R—Y

HO On HO OH

Hinh 7.4. Oxy héa nhém CHOH thanh COOH
Lipase

Lipase tit Pseudomonas cepacia (Amano PS-30) dudec c¢b dinh trén hat
polypropylen duge st dung bdi Bristol-Meyers Squybb dé san xuit chit tic ché
HMG-CoA reductase. Nguyén liéu lactone dang racemic dudc acetyl héa bang
enzym vdi dung dich isopropenyl acetat 9 mM trong toluene dé thu duge din
xuit acetat cé cau hinh (S) véi hiédu suat 48%. Dan xuit acetat sau d6 duge thuy
phan bdi chinh enzym (rén trong hé hai pha nudc/hiu co thanh dang hydroxy
acid, va cud1 cliing tra lai hoat chat lactone véi cdu hinh (S) mong muén. Quy
trinh duge thue hién trong ndi phan tng 16 640 L, va thu dude 2,5 kg san pham
mdi ngay, lipase ¢& dinh c6 thé tai si dung dude 5 lan.

Lipase tit Candida rugosa dude st dung dé€ tong hdp (-)—Ormeloxifene, thudc
dang thi nghiém tri loAng xudng cua hing Novo Nordisk. Enzym duge ¢6 dinh
trén Accurel cho phép tai st dung nhiéu 1in ma khéng bi mat hoat tinh dang ké.
Hon hdp racemic cua cis—hexanoat duge thuy phin trong méi trudng nudc
acetonitril va thu dude dang phenol cis—(3R,4S) véi dé tinh khiét quang 95% va
hiéu suat chuyén ddi 50%. Chit nay sau dé dudc gin thém mach nhanh bing
16ng hop héa hoc dé thu dude (—)—ormeloxifene.
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Hinh 7.6. Té;ng hgp (-)}-Ormeloxifene

Paroxetine 12 thudc chéng tram cam, dude san xuat tit chit trung gian 4—(4—
fluorophenyl)~6-oxopiperidin—3—carboxylic acid véi xuc tac cua lipase tir Candida
antarctica A. Chit trung gian tinh khiét quang hoc sau d6 duge bién déi tiép
bing con duong héa hoc thanh paroxetine.
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Hinh 7.8. Phan giai ibuprofen racemic thanh (S)—{+)-ibuprofen

Phan tng chuyén dang (R,S)—ibuprofen thanh (S)~ibuprofen dudc thuc hién
gua hai giai doan c6 chon loc quang hoc (enantioselective), ca hai bude déu duge
x1ic tac bdi Novozym 435 (lipase ¢6 ngudn gde tir Candida antarctica).

Amidase

Chiroscience di su dung B-lactamhydrolase (B—lactamase) tit Aureobacterium
sp. dude ¢4 dinh dé phan gidi lactam dang racemic thanh cac dang (+) va (=)
trong quy trinh san xuit cac tién chait cua nucleosid carboxylate, mot chit trong
quéa trinh san xuat cic thudc khang HIV-1 nhu carbovir va déng diang. Qua
trinh chuyén hoa dﬁc}c thuc hién theo tung 16 trong dung dich nudc trong do
nguyén liéu lactam racemic duge Juian hai vao binh phan tng chita chat xic tac
duge ¢6 dinh. Enzym trong quy trinh nay ¢é thé hoat dong lién tuc hon 6 thang
ma khéng bi mAt hoat tinh. Phan ing ngitng khi dang (—)—lactam bi thuy phin
hoan todn thanh dang acid amin, chit nay sé két tinh khi thém aceton. Dang
acid amin c¢6 thé dung dé tdng hgp cac dong ding cla carbovir, trong khi dang
(+)-lactam duge bién @81 tiép bing héa hoc dé thu duge carbovir trong vai budce
tié'p theo.
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Hinh 7.9. Phan giai lactam racemic bing p-lactamase

NH, O NI,
SN Cytidine Deaminase J\NH SN
A s LA LA
NEYe H,O, pli 7, 32°C. 35-70h N0 N0
O 0) w O
o 8 7 o™ 7 no”" (J
S S S
Lamivudine

Hinh 7.10. San xuat Lamivudine tinh khiét quang hoc

Deaminase

San xuAt Lamivudine tinh khiét quang hoc (3TC, (2’R—cis)—2'-dcoxy—3'—
thiacytidine), mét thude khang HIV va HBV quan trong, bang con dudng phin
giai véi enzym duge phat trién bsi Glaxo Group Research Ltd. Dang rac—3TC duge
phan giai nhd eytidine deaminase it Escherichia coli. Enzym nay xuc tac phan
itng khi amin c¢6 tinh chon loc khéng gian dé1 véi (+)-3TC, tao thanh dang keto va
()—3TC mong mudén. Enzym dudc c6 dinh trén Eupergit C, ¢6 thé tai st dung it
nhit 15 1an va khong bi tc ché bdi ndng dd co chit 1én dén 30 g/l. Hidu suit caa
quy trinh khodng 75% vdi do tinh khidt quang cua 3TC dat duge 14 trén 99,5%.
Lyase

Lonza da xay dung mét nha may tai Trung Quéc dé san xuit nicotinamide
(vitamin B3) véi cong suit 3000 tin bing xiic tac sinh hoc tif nguyén liéu dau la
3—cyanopyridine. Xtc tac duge dung 14 t& bdo Rhodococcus rhodochrous J1 dude
¢6 dinh. Quy trinh xudc tac sinh hoc nay ¢é hiéu qua vugt trdi so véi quy trinh
héa hoc st dung phan ting thuy phin kiém vé& mit tinh chon loc cing nhu hiéu
suit (xdp x1 100%).
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TU LUONG GIA

1. Phan tich cac thuan 16i trong viéc phat trién thudc enzym—protein.
2. Néu mét sé vi du lidu phap enzym.
3. Phan tich utu diém va cho vi du mot s8 thude tinh khiét quang hoc.
4. Enzym nio sau day dudc st dung dé diéu tri ung thu

A. Asparaginase

B. Streptokinase

C. Uricase

D. Pulmozyme
5. Téng hdp paroxetin dudc xic tic bing enzym nao

A. Lipase cua P. cepacia

B. Lipase cua C. antarctica

C. Lipase cua C. rugosa

D. Lipase cua C. albicans
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CHUONG III

CONG NGHE T€ BRO

Bai 8
CONG NGHE NUOI CAY TEBAO
VA UNG DUNG TRONG NGANH Y TE

1. CONG NGHE NUOI CAY TE BAO
1.1. Khai quat

Tit cudi thé ky XX, cong nghé nudi ciy té bao da phat trién manh mé va trd
thanh mét bé phan quan trong cua céng nghé sinh hoc. Ngay nay né dude tng
dung nhiéu trong viéc san xuat cac protein quan trong trong diéu tri, dic biét la
cac protein 16n, phic tap va cdn glycosyl héa. Cac san pham nay dudc dung dé
diéu tri cac bénh nhu ung thu, nhiém virus, cac bénh thiéu niang di truyén, dung
lam vacecin va tri nhiéu bénh man tinh khac. Ching da duge chiing minh la an
toan, hiéu qua va kinh t&. Gia tri kinh t& caa céc san phdm tit céng nghé nudi
cdy té& bao hién da vugt trén hang ty USD méi nam.

Ky thuat tai t6 hop di truyén ciing da dudc phat trién va tng dung déi véi
cac t& bao dong vat, md ra trién vong cho viéc san xuit nhiéu san phdm méi ma
trude day khong kha thi, déng thoi cac té& bao bién déi di truyén nay cé thé duge
st dung théng qua cac liéu phap té bao hay liéu phap gen.

1.2. Muc tiéu nuoi cay té bao

Té bao dude nudi cAy nham cac muc tiéu chinh sau:

~ St dung té& bao dé san xuft cac protein ting dung trong tri liéu, lJam vaccin
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tiéu don vi va chan doan. Cac dong té& bao phd bién duge nudi cidy cho muc dich
nay c6 thé ké CHO, BHK. HEK-293, WI-38, MRC-5, SP2/0, NSO va té& bao cén
trang.

— Dung t& bao l1a vat chu dé nhén ban virus dung cho liéu phap gen va
vacein virus. CAc dong té bao thuong dung nhu Vero, HEK-293 va PER.C6.

- CAc t& bao binh thuong, t& bao ung thu hay té& bio géc dude nudi cay cho
muc dich nghién citu khoa hoe hay phat trién san phadm. Dic biét té bao dude su
dung trong viéc sang loc hoat tinh sinh hoc, phat minh thuée mai va thua nghiém
dée tinh thude, tién tdi cac mé hinh phat trién va thit nghiém thuée khong st
dung dong vat. Cac t& bao thudng duge nudi cdy cho muc dich nay 6 thé la té&
bao than kinh, nguyén bao soi, Caco—2, MRC—-5 va t& bao biéu bi.

— Nusbi eay thu hoach té& bao dé st dung trong liéu phap té& bao hay y hoc tai
tao, vi du t& bao phdi va t& bao gdc.

1.3. Cac dong t& bao

Té bao so cip (primary cell) dude phan lap trye tiép tir ¢d quan hay mo.
Chuing thudng khéng déng nhat va cé tinh dai dién cho mé géc. T& bao sd cap ¢
kha ning phat trién gidi han va chi ¢6 thé dudc cdy chuyén mot sé lan nhat
dinh. Céac t& bao thu dude tit viée cidy chuyén chon loc mét t& bao tir dan s6 tao
thanh dong t& bao cnia loai té& bao dude chon.

Cac mé binh thudng chi cung cip cac té& bao phat trién gisi han, trong khi t&
b thu duge ti khdi u ¢6 thé phat trién mai mii, dong t& bao lién tuc (bat tit —
immortal). Tuy nhién, ciing ¢6 nhiédu dong té bao lién tuc khéng ¢6 ngudn géc tu
mo6 ung thu nhu BHK 21 (baby hamster kidney fibroblast — nguyén bao sg1 than
chuét dong non), MDCK (Madin—Darby Canine Kidney epithelial cell — t& bao
bidu mé than ché Madin-Darby), va 3T3 (nguyén bao sgi).

Cac dong t& bao bat tu cé thé c6 duge mébt cach ngiu nhién, nhung hiém,
hoic sau qué trinh chuyén dang nhd cac chat gay ung thu, nhiédm virus hay nhg
viéc dua vao bbd gen t& bao mdt gen cia virus hay moét gen ung thu ¢6 kha ning
chéng lai su 1do héa t& bao. Qua trinh chuyén dang nay goi a bi't ti héa.

Cac uu thé cua dong t& bao lién tuc la: (i) phat trién nhanh hon, dat dude
mat db t& bao cao hdn; (ii) cé thé st dung cic moi trudng nhin tao khong chita
huyét thanh hay protein; va (iii) ¢6 tiém nang nudi cdy d dang huyén dich, trong
néi 1én men quy mé 18n. Nhude diém ctia chung 1a ¢6 nhiém sic thé khéng én
dinh, ¢4 nhiéu bién di kiéu hinh so véi té& bao ban dau va cé su bién mAat cna
nhiéu diu hiéu dic trung.

Cé6 nhiéu phucng phap dé bat ti héa t& bio nhim thu dong t&€ bao lién tuc
nhu chuyén nhiém hay nhiém cac gen virus (vi du cic gen E6 va E7 human
papilloma virus (HPV), gen khing nguyén T cua virus SV40T tu khi) hoidc gay
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nhiém virus (nhu Epstein — Barr virus va cac retrovirus). Mot cach khac 1a tao
t& bao lai bang cach dung hdp t& bao giéi han véi t& bao lién tuc. Cac dong sau
nay thudng ap dung trong san xuit khang thé don dong.

1.4. Mo6i trudng nudi ciy té& bao
Khai quat

Mai truong nudi cAy té bao tét cAn dam bao cac diéu kién giéng nhu trong cd
thé vé mat nhiét dd, néng d6 oxy va dioxid carbon, pH, Ap suit tham thiu va
chat dinh dudng d¢é t& bao duy tri va phat trién. Trong mé binh thudng, té& bao
nhan chit dinh dudng tir mau, do dé cAc méi trudng nudi cay té biao ban dau
dudc dua vao cac dich sinh hoc nhu huyét tusng, bach huyét vad huyét thanh
hoac cac chat chidt tir phéi, Tuy nhién, cie méi trudng loai nay thudng ¢é thanh
phan khéng xac dinh vi rit khé dam bao su dong nhit gita cac 16, do d6 ngusi
ta da c6 gang phat trién cac moi truong nhin tao cé cobng thic xac dinh, modi
trudng khong huyét thanh, nhit 1a trong cac dng dung san xuit, vi viée kiém
soat chit lugng méi trudng vt san pham sé dé dang hon.

Theo muce dich nué: cdy, méi trudng dude chia lam 2 loai: duy tri va phat
trién. M6i truong phat trién chia cac y&u t8 can thiét dé t€ bao phan chia va
gia tang s6 luong, trong khi d6 méi truong duy tri chi nhim dam bao té& bao
coOn nguyén ven vé cau trdc va chuyén héa, nhung khéng kich thich té& bao
phin chia.

Ngudi ta thudng san xuit mbi trudng gom hai thanh phan: phan c¢o ban,
chiia cac chit dinh dudng, mudi, dém va chi thi pH; va phin b3 sung chia cac
véu t& khac cin cho su ting trudng cia té bao. Nhu vay tuy theo yéu cau nubi
civ ma st dung ciac phan b sung khac nhau. Ngoai ra, cdc méi trudng thudng
chita khang sinh va khang nam dé ngin ngoai nhiém.

Cac mdi trudng cd ban phd bifn dé nudi cdy t& bao ddng vat c6 vi gom:
Eagle’s medium, MEM; Eagle’s medium modified by Dulbecco, DMEM; RPMI
1640; CMRLTM 1066; va Ham’s F12. Cac méi trudng thich hgp dé nudi ciy cac
dong t& bao lién tuc gdm: CMRLTM 1066, MCDB 411, DMEM. F12, MCDB 301,
va IMDM. Dai véi cic té bao chua chuyén dang ¢é thé st dung cac mbi trudng
nhu DMEM, IMDM, MCDB 104, 105, 202, 401, va 501.

Cac méi trudng co ban phé bién dé nubi ciy t& bao cén tring gdm: Grace’s,
TC 100, TNM-FH, D22, Schneider, va M3. Cac méi truong nay cin duge bé sung
huyét thanh bé., Cac méi trudng khdng chda huyét thanh ding cho ¢én trung nhu
Sf900II, Ex—Cell 400, 405, va 420, Express Fivel SFM, Insect—-XPRESSTM, HyQ
SFX-InsectTM, va IPL 41, cic mdi trudng nay ré hon va cé tinh déng nhat cao
s0 vdi cac mdl trugng chita huyét thanh.
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Cac thanh phén chinh cfla méi trudng
Nuéce

Nude dung d€ nudi cay té bao cAn c6 chit lugng cao, khéng chia cac yéu té
c6 thé (e ché& sy phat trién cda t& bao nhu cac kim loai ning, calci, clo, sit, nodi
déc to, chat giy sOt, cac phan tli rin khong tan. Théng thudng nude duge st
dung cAn dat tiéu chuan nudc pha tiém.
Glucose

Glucose 1a nguon carbon va nang ludng, thudng can tit 5 — 25 mM. Glucose
néu bi chuyén hda khéng hoan toan sé sinh ra lactate, lam e ché& su tang trudng.
Nhiéu loai t& bao cdn glutamine nhu nguén carbon. Glucose ¢é thé dude thay bing
mannose, fructose, galactose, hay maltose dé giam ludng lactate sinh ra, tuy
nhién, néu sin pham protein cAn thu phai duge glycosyl héa thi khéng nén thay
thé& hoan toan.

Amino acid

Cac acid amin thiét yéu phai dudc cung cidp day di. Ngudn acid amin c6 thé
12 hdn hop cia dang tinh khiét hay dich thily phan protein, hoic cao chiét nam
men. LLugng cin thuong 1a 0,1 — 1 mM cho mdi loai. Cac acid amin quan trong
nhit 12 glutamine, methionine, va serine. Glutamine thudng dude cho vao d nong
dé cao 1 — 5 mM.

Vitamin

Nhiéu t& bao can bd sung cac vitamin B, biotin, folic acid, niacin, panthotenic
acid, thiamin, va ascorbic acid, vitamin A, D, E, va K. Ngudn cung cip thudng
dung |a huyét thanh, cao ndm men.

Cac ion

Cac ion déng vai trd tao ap sudt tham thau, cAn bing ion va ddng yéu t5 ciia
enzym, thudng dung nhu Na*, K', Mg?, Ca*, CI", SO,*, PO,*, va HCO;". D41 véi
kiéu nudi cay dich treo, nong d6 calei v magié cin giit § muc thap dé ngin té&
bao két tap hay dinh lai,

Huyét thanh

Thuong 1ay tu bé hay phdi bo, ching chita acid amin, yéu t& tang trudng,
vitamin, protein, homon, chat béo, chit khoAng va nhiéu thanh phan quan trong
khac. Nong a6 huyét thanh thudng dung la 2 — 20%.

Cdc thanh phan quan trong khdc

T¢& bao ciAn nhiéu yéu té tang trudng nhu FGF (fibroblast growth factor),
EGF (epidermal growth factor), NGF (nerve growth factor), TGF (transforming
growth factor), PDGF (platelet—derived growth factor), cac dong ding cua insulin

IGF-1 va IGF-2, va cac interleukin hay cac yéu td kich thich sy dinh vao bé mat
nhu fibronectin, laminin.
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Khang sinh

Cac khang sinh nhu penicillin, streptomycin, va amphotericin B ¢6 thé duge
thém vao dé ngan su nhiém vi sinh vat, tuy nhién cin c6 néng d6 giéi han vi ching
¢6 doc tinh té& bao.
1.5. Thiét bi nudi cay t& bao
Yéu cAu chung

N6i 1én men t& bao cin dap ing cac yéu ciu sau dé dam bao su phat trién
ddy di cta té€ bao va ning sudt tao san phim cao:

~ Kiém soat dude pH ctia médi trudng nudi cay

- Kiém soat dude nhiét do

— Cb cd ché trao déi khi dé dam bao cung cip oxy va loai bé carbon dioxid thita

—~ Cho phép cung cdp chat dinh dudng trong qua trinh nuéi cay

~ Cung cdp du bé mat cAn thiét dé t&€ bao bam trong trudng hdp nubi ciy cac
dong té&€ bao phu thudc bé mat

— Duy tri trang thai v6 tring va tranh tap nhiém vi sinh vat, virus va cac
loai t& bao khac.

g

Chai tinh e
20-250 cm® Chai lan
Nudi céy bé mat 50_9'2900 Em' e
10° té bao /em® Nudi cay be mat inh lac
2.10° té bao /em’ 0,05 - 0,5 lit :
Nu6i cay chim Binh quay
2.10° t& bao /ml 0,05 - 2 lit

Nudi cff\y chim
2.10° té bao /ml
Hinh 8.1. M6t s& kiéu binh nudi cay quy mé nho

Bich chira béng chit déo

O II Gian lic

Hinh 8.2. Binh nudi cay kiéu song

[

195



Hw h

Ngoai ong

Lfll’lg 6ng
Mol ruomg ™ e _ — MGi trudng
7~ 7 r z T
—_—— SN Ong rong bdn tham = M truing
vao << :

Hinh 8.3. Kiéu ndi sgi réng (hollow fiber)

Dia
polyester

T

Hinh 8.4. NGi 1én men té bao sir dung dia polyester lam gia mang

Cac kiéu binh va néi nudi ey t& bao chinh

Cac binh nudi ciy t& bao ¢6 thé duge chia theo quy mé nudi cdy, kiéu khuay
tron va kiéu nudi cay:

* Quy mé:

— Nhé: binh nuéi ciy c6 thé tich dusi 20 L, thudng duge si dung dé nhan
giong cho binh 16n hon. Ching ¢6 thé 1a chai nudi ciy tinh bing nhua dung moét
1an, chai lan, binh quay hoic chai lic. Cac binh nay thuong khéng dudc trang bi
cac dau do, thiét bi thong khi va chi ¢6 thé nubi cdy gian doan theo timg 16.

— Lén: diang dé san xuit ludng 16n té€ bao hodc san pham tir t& bao. Ching
thuong duge trang bi cac thiét bi dé kiém soat théng khi, pH, nhiét dé va c6 thé
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van hanh gian doan hoac lién tuc. Cau tao c6 thé bang thuy tinh, nhua hoac
thép khong g1 dude dung (AISI 316L) tuy theo quy mé.

* Kiéu khudy trén:

— Nudi cay tinh: khéng c6 khudy trén, viéc théng khi dat dude nhd su khuéch
tan oxy qua mat thoang, kiéu nay thudng bi giéi han vé quy ma.

— Kiéu thung khudy: khuiy nho chan vit hodc canh khudy, théng khi nho
dau phun khi dat ¢ day néi. Quy moé cé thé 1én dén 20.000 lit.

— Kiéu trén biang dong khi (air-lift): néi duge thiét k& thanh hai vang, khi
duge phun tir duéi 1én ¢ vang gitta sé déng vai tro khudy tréon méi trudng giia
hai vang. Kiéu nay quy mé c6 thé 1én dén 5000 lit.

— Kiéu séng (wave): binh nuéi cdy 1a mot bich bing chit déo mém dugc dat
trén mot gia c6 thé lic dé tron méi trudng trong bich. Bich thudng chi dung mot
lan va quy mb'cé thé dat dén 500 lit mdi trudng.

* Kiéu nuéi cdy:

— Péng nhat: t& bao tu do trong méi trudng, do d6 cac diéu kién 1y héa cé thé
dude kiém soat dé dang va nhit quan tai cac vi tri khac nhau trong néi. Kiéu
nay chi ap dung cho cac loai té bao khong phu thude bé mit.

— Khéng dong nhat: dung cho cac té& bao phu thudc bé mat, cac té bao sé phat
trién trén day binh, trén cac gia mang nhiing trong méi trudng hoic trén cac gia
mang vi thé lo ling.

Hinh 8.5. Anh chup hién vi cia mét s chat mang vi thé ding trong nudi ciy té bao

(A), (C). (E): cac chat mang Cytopore™, CultiSpher® G, Cytodex™ |
(B), (D), (F) chat mang tuong (ng da c6 t& bao phat trién trén bé mat sau 6 ngay
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Bang 8.1. Mot s& chit mang vi thé diing trong nudi ciy t& bao

San pham Chat liéu Nha san xuat

Chét mang vi thé 16 nho

Biosilon® Polystyren cé bé mat tich dién am Nunclon
Cytodex™ Dextran lién két chéo ¢6 cac nhdm DEAE GE Healthcare
Cytodex™ Dextran lién két chéo dugce phd collagen bién tinh GE Healthcare
HyQ" Sphere™  Polystyren c6 dién tich va I6p phd tly chon Hyclone/ SoloHill
Chét mang vi thé 18 16n

Cultispher@' Gelatin Ign dugc lién k&t chéo Percell Biolytica
Cytoline™ Polyethylene/silica GE Healthcare
Cytopore™ Cellulose lién két chéo c6 cac nhém DEAE GE Healthcare

2. UNG DUNG CONG NGHE NUOI CAY TE BAO
Cac san pham va tng dung ctia c6ng nghé nudi cdy té& bio gom.
2.1. San xuit protein

T& bao dong vat dude nudi cidy dé san xuit cac protein phite tap ma céc hé
théng biéu hién khac khéng thde hién dude. Cac protein nay cé thé 13 tu nhién
hoac tai t8 hdp.

— Vaccin virus: da s6 virus chi nhan ban trong té& bao déng viat, do dé trude
day dé c6 sinh khdi virus lam vaccin, ngudi ta phai 13y tit mau ho#c mé cha dong
vat bi nhiém, cach 1am nay khéng hiéu qua vé kinh t& va san phdm kém an toan
do nguy co tap nhiém cao. Céng nghé san xuit vaccin tir nudi cay té bao ra dai tir
nhitng nam 1960 da khéc phuc dudc cic nhude diém nay. Cac vacein nhu viém
gan B, sdi, quai bi, rubella, dai, 138 mém long méng (Foot and Mouth Disease —
FMD) da dude san xuAt hiéu qua bing céng nghé nay. Cac quy trinh méi dang
duge phat trién cho cac vaccin virus nhu: HIV, herpes simplex, RSV (respiratory
syncytial virus), CMV (cytomegalo virus), cim,...

— Cac cytokine (interferon va interleukin): mé#c di hién nay di ¢é nhiéu quy
trinh s dung cac t& bao don gian hon nhu nim men dé san xuat, cong nghé t&
bao van déng vai trd quan trong trong viée san xuit mot sd cytokine.

— Cac yéu té tao mau: nhu erythropoietin (EPO) khdng thé san xuit bing
cong nghé khac.

— Hormon ting trudng: mic du di duge san xuit biang E. coli tai té hgp, cong
nghé t& bio van té ra hidu qua trong viéc san xuit homon ting trudng ngudi,
cdng ty Serono hién van san xuat dudi tén goi Serostim va Saizen.
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— Khang thé don dong chi ¢6 thé san xuit duge bing cong nghé nudi cay t& bao.
— Cac yéu té dong mAau va phan huy cuc ddng mau: yéu t6 VII, VIII, IX, tPA,...

— Céc san pham khae nhu protein C hoat héa (APC), FSH (Follicle Stimulating
Hormone), thu thé TNT tan (Embrel), ...

Bang 8.2. Mot so protein da cip phép sir dung
dudc san xuat bing céng nghé té bao

San pham Protein Ung dung Té& bao san xuat Nam

Avonex b-Interferon Ba xa cting CHO 1996

BeneFix Yéu to IX Bénh ua chay mau B CHO 1897

Epogen Erythropoietin Thi€u mau CHO 1989

Gonal—f Hormon kich thich Vo sinh nu CHO 1995
hoang thé (FSH)

Herceptin / mAb Ung thu v CHO 1998

trastuzumab

Kogenate Yé&u té Vil Bénh uva chdy mau A BHK 1993

Simulec/ mAb Thai ghép than cap T& bao u tity chudt 1998

basiliximab

Campath / mAb lai ngudi Bénh bach cau CHO 2001

alemtuzumab

Xolair / mADb lai ngudi Hen suyén CHO 2003

omalizumab

Avastin / mAb lai nguai Ung thu ruét két hay CHO 2004

bevacizumab truc trang

2.2. Liéu phap té bao (cell therapy)

T& bao hodc mb nudi cdy dude dung dé thay thé hoic sita chiia mé hu hong.
Té& bao goc dude quan tdAm nhidu trong nhing nim gin diy do kha niing biét hoa
dac biét cla ching thanh cac loai t& bao khéc trong o thé. Cac t&€ bao nay cd thé
dude nudi cidy va cho biét héa t& baoc thanh t&€ bao dich va dung dé cay ghép hoac
thay thé& ma khang bi thai loai.

Bang 8.3. M6t s Umg dung cla t& bao géc

Ngudn té bao Loai t&§ bdo  Ung dung

Ty xudng Tao mau Ung thu, suy gidm mién dich, bénh chuyén héa, bénh
hemoglobin, nhdi mau ca tim

Ma phéi than kinh Naron Bénh Parkinson

Da Biéu bi Bang, loét, bénh da di truyén

Tuy Tuy Dai thao duang
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2.3. Cong nghé mo

Céng nghé nay ¢6 quan hé rat gan véi iéu phap &€ bao nhung né bao gom
kién thitc ctia sinh hoc phén ti, sinh hoc t& bao, céng nghé vat liéu sinh hoc
(biomaterial), cong nghé 1én men, cd sinh hoc, ... nhdm tao ra mé méi. Nhiing
san pham thudng mai hién nay can rat giéi han nhu keratinocyte, Apligraf
(Novartis), dugc nudi cdy in vitro dé ghép cho ngudi bi bong hay tén thuong da
khéng tu lanh v Carticel (Genzyme) gom cac té& biao sun (chondrocyte) dé chia
cAc tén thuong sun.

Bang 8.4. Mot s san pham céng nghé md

Sin pham Céng ty Chi dinh Nim
Dermagraft-TC Advanced Tissue Sciences Thay thé da cho bénh nhan bong 1997
Carticel® Genzym Tissue Repair Hu hdng sun 1997
Apligraf® Novartis Loét do viém tinh mach 1598
DACS® SC Denderon Hoa liéu phap 1999

* Liéu phap gen va ADN vaccin. Liéu phap gen hoic vaccin ADN déu nham
dua gen vao té& bao soma va cho biéu hién trong co thé. Cong nghé nubi cay té&
bao dude ting dung theo hai cach: dung lam t& bao chil dé san xuit vector va
nudi cay t& bao da dude chuyén gen dé dua vao cd thé.

* Céng cu sang loc va phat trién san phim mdéi. TE bao dude nubi cay dé
dung cho cac thii nghiém sang loc, danh gia déc tinh in vitro, hudng dén muc
tiéu thu nghiém thudc khong dung suc vat.

TU LUGNG GIA

1. So sanh té& bao 56 cip va thil cap.
2. Cac thanh phan chinh cila méi trudng nudi cay té bao.
3

. So sanh cac chAt mang vi thé.

-

Vi sao méi trudng nudi ciy té& bao thusng chia cac dich sinh hoe tit mau
A. Mau giau chit dinh dudng '
B. Nguén cung cAp mau da dang
C. Cac dich nay c¢é thanh phan gidhg méi trudng tu nhién trong cd thé

D. Cho hidu suit nudi cay cao.

5. Cac san pham nao khéng dude san xuit bing céng nghé nudi cay t& bao
A. Insulin B. Erythropoietin
C. Khéng thé don dong D. Yéu t& déng mau VIIIL,
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Bai 9
CONG NGHE TE BAO GOC

1. KHAI NIEM

Té bao goc (stem cell) 12 nhiing t& bao c6 kha nang tu tai sinh lau dai va ¢
thé tao ra it nhat mot kiéu t& bao dudce biét héa & mitc db cao (hinh 9.5).

O déng vat c6 xudng sdéng, cac t& bao goc tdn tai dusi hai dang: t& bao goe
phéi (embryonic stem cell) va té bao géc truong thanh (adult stem cell), thi du té
bao tuy séng, té bao mau cudng rén...

Bén canh cac té& bao géc phdi, duge phan lap tit ICM (Inner Cell Mass) cua
phéi nang con cé cac t& bao mam phdi (embryonic germ cell) dude phan lap ti
nhém té bdo mAm nguyén thay (primordial germ cell — PGC) cta cac phéi 5 -7
tuan tudi. Day 1a nhém t& bao phat trién thanh t& bao sinh duc (hinh 9.1).

O
SR
w .\‘ﬁ_a,’ PGC
l Phai dau Phéi nang
Thu tinh 5-7 ngay 5-7 tuin

v

Phan 1ap ICM  Phién 1ap PGC

Nudi ciy Nubi chy

Hinh 9.1. T& bao géc phoi va té bao mam phaoi
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1.1. Su hinh thanh phdi nang

0 ngudi, t€ bao tring sau khi dude thu tinh tao nén hgp ti toan phéin (zygote)
(hinh 9.2). Day la t& bao ludng béi (deploid cell 2n) da c6 ddy du thong tin di truyén
dé kiém soat va phat trién hgp ti thanh mét cd thé hoan chinh. Ti sy nhan déi té
bao hinh thanh nén phéi dau (morula). Cac té& bao cua phdi dude goi la cac té bao
toan nang (totipotent), nghia 1a cac t& bao nay c6 toan bd nang luc phat trién doc
lap tit méi t& bao thanh mét ¢ thé hoan chinh. Phéi dau phat trién thanh khéi té
bao hinh cau réng, gidng qua béng, dude goi 1a phéi nang (blastocyst). Sau khi thu
tinh tit 3 dén 5 ngay, khéi t& bao nay da di chuyén tit voi triing va dén tit cung. Lic
bay gig, phéi nang da tao ra cac 16p ¢6 chiic nang khic nhau:

— Cac 1dp vo phoi nang la cac nguyén bao (trophoblast) cdu tao nén 14 nuéi phoi
sau nay hinh thanh nén rau thai nuéi dudng thai nhi.

— Khéi t& bao bén trong (inner cell mass — ICM) tap trung mét phia ¢ mit trong
cua phoi nang, sé hinh thanh nén cd thé thai nhi.

Hop tr  Giai doan
. 2 te bao Giai doan
Thu tinh e 416 D30 Giaj doan

Hinh 9.2. Su hinh thanh phéi nang

1.2. Tang sinh va biét hoa

Tang sinh va biét héa 1a hai hién tugng thudng xuyén dién ra trong sudt qua
trinh hinh thanh va phat trién ctia phdi, thai va cd thé din dén sy ting lén vé s6
lugng va chung loai té bao, diéu nay dude thuyc hién boi hai qua trinh tuong tng
la tang sinh va biét héa.

— Tang sinh (proliferation) 1a hién tugng té bao phan chia theo cd ché nhin
d6i 1am tang s6 lugng. Tang sinh thudng xay ra ti lie sinh ra, 16n 1én, gia va chét.
Uéce tinh mét ngudi trudng thanh cé khoang 10.000 ty t& bao (10'%).

— Biét héa (differentiation) 1a hién tuong cac té bao sinh ra cé cdu tric va /
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hoac chic ning khéng giéng t& bao sinh ra né, lam xuit hién loai t& bio mdi. Qua
trinh biét héa bién cac té bao thanh cac t& bao chuyén biét (specialized cell) cé cac
chuc nang chuyén biét trong cidu tao va chic nang clia mé, ¢4 quan va cd thé.

Hau hét L& bao trong cd thé déu mang bb gen (genome) gidng nhu & hdp tu dé
diéu khién viée xay dung v van hanh co thé, tuy nhién khi té bao da biét hoéa va
tré nén chuyén biét thi cic gen khong can thiét cho hoat dong cia t& bao sé& bi “tat”
(turn off). Vi du t& bao phéi khéng cin gen didu khién cic phan tng khit dée nhu t&
bao gan; t& bao xuong khdng can cac sdi ¢d co bép nhut t& bao ca... té bio cang biét
héa cang ¢6 nhiéu gen bi tit di va cang ¢6 it kha ning chuyén d6i thanh loai t& bao
khac. Con dudng biét héa 1a con dudng mét chiéu, khdng thuin nghich.

1.3. T&€ bao gbc (stem cell)

Té bao gdc la té bao chua c6 chde ning chuyén biét (unspaecialized cell) ¢6
tiém ning phat trién thanh nhiéu loai t& bao khac nhau va ¢6 kha nang tu thay
méi minh (self-renewal). T& bao gdc chita ¢é ciu triic t& bdo dic trung cho viéce
cAu tao ciing nhu van hanh clla mét loai mé hay co quan cu thé. Pay la loai té&
bao con chua hodc rit it bidt héa nén c6 thé bidt héa theo nhiéu hudng tao ra
nhiéu loai t& bao chuyén biét. Tu thay méi 1a kha nang sinh ra cac t&€ bao giéng
hét nhau dé thay thé& chung. Théng thudng cac t& bao phan chia theo phucng
thitc nhan dai kiéu déi xing (symetric) tao ra hai t& bao giéng nhau. T& bao goe
6 thé phan chia theo kiéu khéng d8i xiing (asymetric) thanh hai t&€ bao khic
nhau trong d6 ¢6 mdt t& bao khéng thay ddi & mic d6 biét héa va mdt té& bao di
biét héa hon. T& bao nay tiép tuc phan chia va biét héa hon dé tao cic t& bao tién
thin (progenitor hay precursor cell) vi sau dé s& biét héa tiép thanh cac té bao
chuyén biét tham gia ciu tao va van hanh chdc ning cia md co quan,

Trong cd thé, cic t& bao gde duge luu trit tai cac 6 t& bao géc (stem cell
niche), nim rai rac 8 khip cac mé va ¢d quan cua cd thé. Nha tang sinh va biét
hoa ma cac té& bao goc cung cﬂfip ngudn t& bao mdi dé tai tao md va gid cho co thé
ludn & trang thai can bing. O (niche) duge ciu tao tir nhing t& bao va phan ti ¢é
nhiém vu tao ra mat vi méi trudng thich hdp cing cac tin hiéu can thiét vira bao
vé t& bao gbe trudc cac tin hidu giy chét té bao theo chuong trinh (apotosis) tu
bén ngoai lot vao, vira diéu phdi hoat déng déu dian hay ting téc khi cAn déng
thai kiém soat khéng cho phat trién thai qua din dén ung thu,

Té& bao géc phoi (embryonic stem cell). ‘

T& bao gdc phoi chi gdm mat loai t& bao 18y tir cac t& bao cua ICM & phéi (¢

thé 1a phéi phat trién tit tring dude thu tinh hodc tring dude chuyén nhan).

Té bao goc trudng thanh (adult stem cell).

Té& bao géc trudng thanh la cac té& bao gée phén 1ap ti phéi sau khi da lam td
vao tu cung cho dén khi con trong bung me hofic tré em tit ngay sau khi sinh ra
cho dén nguoi trudng thanh. Nguasi ta con goi té bao géc trudng thanh 14 cac té&
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bao gbe dac hiéu co quan (organ—specific stem cell) hay t& bao goc die hiéu md
(tissue—specific stem cell). Noi miot cach khac, tat ca té bao gée 1Ay tir cie md khac
nhau cta phéi sau khi lam té ctia thai, ciia tré méi sinh cho dén ngudi gia hay t&
bao gdc 14y tir cubng rén (ca trong mau va trong nhu mé) déu duge goi 14 t& bao
goe trudng thanh, Chit trudng thanh duge hiéu theo goc dd trudng thanh khéng
con non nét va thuan nhat tit ICM cta phdi nang, ma da cé dac diém dinh hinh
md. dinh hinh ¢d quan khac nhau (chit khéng phai 14y tir ngudi trudng thanh).

Su khéc biét giita t& bao g&c phéi va t& bao géc truéng thanh

Diém khéac nhau mau chét gita t& bao gbe phoi va t&€ bao goc trudng thanh la:

- T& bio gdc phai ¢6 kha nang phan chia va phat trién vé han dinh (indifinite)
va ¢6 tiém nang biét héa thanh tit ca cac loai té bao.

— Té& bao géc trudng thanh chi ¢é6 khd nang phén chia giéi han ciing tiém ning
tao ra mot s6 giél han loai té& bao.

~ T& bao gbe trudng thanh dude phan 1ap tit cdc moé nén biét héa hon té& bao
goc phol.

- M6t s6 gen & t&€ bao géc trudng thanh da bi “tat” nén té bao gbc trudng thanh
khéng con kha niang tao ra tdt ca cac loai té bao,

~ Lo trinh biét héa té bao gdc trudng thanh thanh cac té bao diing cho diéu
tri ngin va don gian hon t& bao goc phai.

— Nhudc diém va cing la khé khan 16n nhat cho phép itng dung réng rai t& bao
gdc trudng thanh trong diéu tri 1a s lugng té bao han ché khéng du cho nhu ciu
diéu tri va s6 loai t& bio ndy sau mét s 1An phan chia nhat dinh sé bi biét héa.

Tiém nang phat trién ctia té bao goc

S& lugng va loai té bao mdi dudge tao ra tir t& bao gbéc 14 khéng gidng nhau. C6
loai té& bao gbe c6 tiém nang sinh ra dude nhiéu, ¢6 loai sinh ra dudc it.

Céc t& bao cha giai doan phéi ddu la té& bio toan nang (totipotent) vi méi t&
bAo nay ¢6 thé phat trién thanh mét cd thé hoan chinh. Sang dén giai doan phéi
nang bit dau cé sy phan chia chilc ning: chiic nang nudi dudng do cac té bao la
nudi dam nhiém (sau nay thanh rau thai); chitc niing tao nén cd thé thai nhi do
cdc t&€ bao ctia ICM dam nhiém. Nhu vay, cac t& bao ICM 1a cac t& bao van niang
(pluripotent) do chi thiéu kha niang tao cac t& bao 14 nudi ma théi. Cling ¢6 1& vi
thé&, ma ngudi ta thudng gol cac t& bao ICM la t& bao gbéc phédt van ning
(pluripotent embygyonic stem cell) (xem hinh 9.3).

Phéi nang nguyén ven sau khi 1am t8 8 tid cung sé phat trién thanh bio thaj,
trong dé cac t& bio 14 phdi gdm ndi bi (endoderm), trung bi (mesoderm) va cac t&
bao mim nguyén thiy (primordial germ cell — PGC). Chic niang da duge phan
chia: cac t&€ bio cua nd bi s& tao nén gan va tuy, trung bi hinh thanh cac co,
xudng, sun, mau va moé lién két; ngoai bi tao hé théng than kinh va da. Cac t& bao
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mam sinh duc sau nay sé sinh ra cac giao tu (triing hodéc tinh trung). Tiém nang
tao ra s6 loai t& bao va mé cua cac 1a phéi da bi han ché& hon so véi cac t& bao van
nang ICM. Tuy vay, cac té bao géc phan lap ¢ mdi 1a phdi van c¢6 thé tao ra dude
nhiéu loai té& bao va mo theo dinh hudng cia méi loai 1a phdi. Chinh vi vay ma
chung dudc goi 1a té bao goc da nang (multipotent). Tuy giai doan va vi tri 1dy té
bio goc ma cac té bao nay c¢6 kha nang chi tao ra duge vai loai té& bao va chinh vi
vay ching dudc goi 1a té& bao gdc it tiém nang (oligopotent). Co tac gia gop hai loai
da ning va it tiém nang thanh té bao da ning. Cac té bao da ning tiép tuc phat
trién tao thanh cac té& bao tién than (progenitor/ precusor cell) 1a té& bao chi con
tiém nang phat trién thanh mét loai t&€ bao duy nhit dé tao nén mot loai t& bao
duy nhat tao nén méd va cd quan cua cd thé. Vi thé, cac t& bao tién than dudge goi la
té bao don nang (unipotent) (hinh 9.3).

Nhu vay, té bao cang biét héa thi tiém ning sinh ra sé loai té bao mdi cang
giam di. Quan hé gitia biét héa va kha ning sinh ra dugc biéu dién trong hinh 9.4.
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2. TRIEN VONG VA KHO KHAN TRONG VIEC UNG DUNG TE BAO GOC

M6t trong nhiing huéng phat trién cia y hoc tai tao (regenerative medicine)
la thay thé té bao gbc vao chd t& bao bénh dé phuc héi chiic ning trd lai binh
thuong ma khéng phai st dung thudc sudt doi (xem hinh 9.6).
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Hinh 9.6. Chién lugc trong liéu phap t& bao géc dé diéu tri cac bénh hiém nghéo & ngudi

(a) S{r dung té& bao gdc trudng thanh;
(b) SUr dung t& bao sinh dudng trudng thanh dé san xuét té bao géc phéi.

T nam 1954, nguoi ta da tién hanh nghién cttu té bao gdc phéi va viao
nhiing nam 1970, nhiing nghién citu ghép té& bao géc tuy séng trong viéc chiia
bénh khiém khuyét mién dich va leukemia da dugc tién hanh. Nhung nhiing
nghién ctiu that su vé cac té bao gbc phdi chi mdi bit dau vao nam 1988, khi
Jame Thomson thu nhan duge nhiing té& bao gbc phéi tir khdi bén trong (Inter
Cell Mass — ICM) ctia phéi nang (blastocyte). Cac dong t& bao nay khong hé biét
héa sau nuéi cdy 4 — 5 thang va van giiia nguyén tiém nang phat trién thanh cac
loai t& bao ctia ba 1a phdi dé phat trién thanh cac t& bao biéu mé, sun, xuong, co
tron, biéu mé than kinh, t& bao da,... Md ra trién vong ting dung to 16n trong
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vide tim hiéu qua trinh phat trién phdi thai ngugdi trong y hoc tal tao ¢o quan va
nghién ctu phat trién thude. Ngay nay, ngudi ta c6 thé phan lap dudc cac t& bao
gbe 11t cac mb khac nhau ciia phéi, thai, cac phan phu cua thai nhu mang trong
diy réon. nhau thai va nhiéu mé khac tir té bao trudng thanh. Hy vong st dung
t& bao gbde trong v hoc tai tao (regenerative medicine) va tri Jidu t& bao (germ
theraphy) trong chita tri nhiéu bénh tdn thudng hoic mat chic nang té& bao, chiic
ning cd quan nhu dai thao dudng, Alzheimer, liét, teo tuy séng,...

T& bao gde dude ting dung theo bén hudng:

— Thay thé& méa/cd quan

— Sua chita nhiing t& bio bi hong

- Vector cho liéu phap di truyén.

— Vector cho cac tac nhan héa liéu phap.

Ngay nay, cong nghé té bao goc dd thanh céng trong nhimg linh vuc sau day:

— Nhiing t& bao goc trong mé da biéu hién gen trong xudng, sun, mdé ma, ¢d, néi
bl va t& bao than kinh.

~ Nhing t& bao géc da nang (multipotent stem cell) ¢6 thé biét héa thanh
nhiing t& bao c6 hinh dang va chuc ning gidhg nhu té bao gan.

— Nhiing t& bao gée thin kinh ¢6 thé di vao niao sau khi tiém vao cd thé.

— Nhiing nghién ctiu gin day con cho thiy: cac té bao gbc ¢6 thé biét hoa
thanh té& bao ¢d tim, than kinh, co khi nudc trong méi trudng dinh dudng thap.

— Tai tao da sau bong.

~ Tao md co xudng trong chan thudng chinh hinh.

Liéu phap t& bao géc lam giam tdn thudng nhéi mau con tim.

Ghép tuy xuong.

Piéu tri ung thu mau bang té& bao gbc tao mau.

— Phuc héi chite nang cd tim bing té& bao goc hay té bio tién than.

- Biét hoa té bao thanh té bao tiét insulin.

— Chén thém gen mi héa thu thé cé vai trd diéu hda sy (e ché tiét insulin
theo néng d6 dudng mau. _

— Tao dong liéu phap trong diéu tri (therapeutic cloning).

Nhiing cAu héi dat ra cho céng nghé té& bao goc:

- Nhiing t& bao gdc phéi nudi cay in vitro c6 thé cho ra tit ca cac loai t& bao
chia mot co thé trudng thanh khéng?

- Nhiing té& bao géc phéi khi nudl cdy in vitro c6 chitc ning gidng nhu khi
phat trién trong phéi binh thuoéng khong?

— Té& bao gbc in vitro c6 bi d6t bién khong?
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Trd ngai ldn nhi't trong cic chuong trinh khai thac t& bao géc phai 14 dao 1y
va phap luit.

Ngay 25/8/2000, Téng théng My B. Clinton cho phép cap kinh phi cho nhiing
nghién citu trén dong té bio thai ngudl (human fetal cell lines) nhung khéng
dung t& bao phdi. Ngay 9/3/2009, Téng thong Obama da cdng bo mot chinh sach
cho phép md roéng nghién citu t& bao goc phéi ngusi. Hién nay, My dia nghiém
cam khai thac t& bao goc phdi ngusi. Han Quéce va mét sé phong thi nghiém ¢
Nhat duge phép nghién t&€ bao gbe phdi ngudi. Sau khi nghién ciu cia giado su
Hwang Woo Suk bi két luan 1a gia mao, cAc nha bac hoc ngusi Anh ¢ Newcastle
di nhan ban thanh céng phéi ngual. Vide nay ghip dem lai hy vong trich t&€ bao
goe riéng lé tuong thich véi cac bénh nhan (xem hinh 9.6).

Trong nhiing nam gan day, cac nha khoa hoc Viét Nam ciing dat dudc nhiing
thanh tuu nhat dinh trong nudi ciy té& bao gaéc. Ngay 08/02/2002 bé Nguyén Thi
Kim Ngan, 4 tudi, dude ghép mau cudng rén ngudi dé chiia bénh ung thu bach
ciu dong lvmpho tai bénh vién Truyén mau vad Huyé&t hoc Tp. HCM. Trudc dé,
tai day cang da thanh cong trong viéc ghép t& bao gbc tu than bing cich huy
déng mau ngoai vi. Pén nay (2001) Bénh vién Truyén mau va Huyét hoc
Tp.HCM da thie hién thanh cong (81%) liéu phap ghép tiy bing mau cudng rén
ciing nhu ghép té bao gée tu than. Ky thuat nay dang dude tién hanh & mdt sé
bénh vién khac nhau nhu Bénh vién Bach Mai, Hué...

Nhiing t& bao géc duge goi 13 myES (my stem cell) sé khéng bi dao thai duge
thuc hién theo cac bude: 1) Nhan bat ky t& bao clia bat ky mé nao trén cd thé
bénh nhan. 2) Tao phéi ti nhan té bao nay va trning da dude loai nhan. 3) Thu
nhan té& bao ICM. 4) CAy hay biét hoa nhiing t& bao goc nay thanh cd quan mong
mudn cho cAy ghép.

3. SAN XUAT PHOI IVF (IN VITRO FERTILITY)

Thu tinh trong 6ng nghiém trén ngudi tuy da manh nha ti nim 1961, nhung
mii dén nam 1978 mdi cé em bé diu tién ra doi nhd cong nghé nay (Louise
Brown). Tinh d&n 1990, trén thé gidi da c6 gian 100.000 bé ra ddi bang thu tinh
trong dng nghiém.

O khu vuc Pong Nam A, mét s6 nude nhu Thai Lan, Singapore, Malaysia,
Philipine, Indonesia, Viét Nam cing da thanh céng trong ky thuat IVF.

Bénh vién Tu Did da thanh cdng dau tién trong linh vuc hd trg sinh san IVF
trén nguoi vio nam 1998. Dén nay, sd tré chao ddi tit cong nghé nay da lén tdi
hang ngan.

14-(6RG mON{ SINRHGE DLXX
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. Khai niém tiém nang cia t& bao géc 1a gi? Cho vi du minh hoa.

. Phan biét qua trinh ting sinh va biét héa.

Trinh bay cac khé khin trong ting dung t& bao géc.

. Phoi nang la

A. Khai t& bao phat trién tir phéi dau trude khi 1am t8 trong ti cung.
B. Té& bao trimg da thu tinh trong ti cung
C. Cac té bao goc toan nang.

D. Phéi 3 giai doan 16 té bao.

. Ung dung t& bao géc gip khé khan vi

A. Van dé dao ddc va phap luat

B. Nguén cung cip phéi gidi han
C. Théng tin khoa hoc chua day du
D. Tat ca



CHUONG IV

CONG NGHE GEN

Bai 10
CONG CU VA KY THUAT CO BAN

1. LUQC SU CONG NGHE GEN

Céng nghé di truyén con duge goi 1a cong nghé gen hay ky thuat tai té hop
ADN da tré thanh mét thuat ngit rat phé bién. Nhitng khai niém vé bién déi di
truyén ctua céc sinh vit séng ciing khéng mdéi, né6 da duge ap dung trong néng
nghiép va di truyén hoc vi sinh vat dé cai tao giéng tit rat lau ma khéng can c6
nhiing kién thic vé di truyén phan ti nhu ngay nay.

Dinh nghia téng quat la cac thao téac di truyén duge dung dé tao ra cac ca thé
¢6 sy t6 hop mdi vé dic diém di truyén. Cac thao tac nay duge chia lam hai loai :

— Cac thao tac té& bao, lién quan dén viéc tao té bao lai.

- Cac thao tac phan ti, lién quan dén viéc tao ra phan ti ADN tai té hgp
nhén tao, dua ching vao vector va chuyén né vao t& bao chi. Day chinh 14 céng
nghé gen ma ngudi ta thudng nhic dén.

Acid deoxyribonucleic, chit quyét dinh su di truyén, dudec chiét tach lan dau
vao nim 1869, bdi Miescher, mét nha khoa hoc ngudi Dic. Tuy nhién, khi thiy
ring ADN chi chita bon thanh phédn cd ban (A, T, G va C) ngudi ta cho ring né
khéng thé déng vai tro vat liéu di truyén, sy tap trung chi y duge hudng vao cac
protein. Bay mudi ndm sau, Avery da thuc hién mét thi nghiém lich s véi phé
cidu khuin (pneumococcus) va chi ra rang ADN chit khéng phai protein méi la
vat liéu di truyén. Sinh hoc phéan ti hién dai ra doi ndm 1953 khi Watson va
Crick cdng b8 cdu tric xodn kép cua ADN. Sau dé6 ARN théng tin, ARN van
chuyén, ribosom duge phat hién va nghién ciu chic nang. Cac van dé sao chép

211



va tdng hgp ADN cing dudge kham pha. Cac hiéu biét vé diéu kién v quy luat
lai ADN. enzym cét giéi han, enzym néi (ligase) da thiic day manh su phat trién
ctia ky thuat thao tic gen. Nam 1972, phudng phap tao dong ADN lan dau tién
dugc thuc hién bdi Boyer, Cohen, va Berg. Nam 1977, san phiam diu tién cua
cong nghé gen, somatostatin tai té hop ra doi. Nam 1983, PCR dude phat minh
bai K.B. Mullis di tao ra mét cude cach mang trong thao tac gen.

2. CONG CU CO BAN
2.1. Chung vi sinh vat

Cac thao tac gen thudng duge tién hanh trén E. coli vi né c6 bd may di
truyén di dudge nghién cttu kha diy dn va cé toc 26 tang trudng nhanh trong khi
kha nang gay bénh lai thap.

Bén canh vide phan loai theo ngudn géc vi du nhit ndm men, ndm soi, vi khuan,
t& bao déng vat, ... cac chung vi sinh vat ding trong cdng nghé gen thuong dude
chia 1Am hai nhém 1én:

~ Ching dé tao dong: 1a ching mang cac ddc tinh va ddt bién cho phép
thu nhan ADN ngoai lai va duy tri chung én dinh véi s6 ban sao cao, cho phép
chiét tach trd lai thu duge lugng 16n ADN dich cho cdc nghién ciu tiép sau.
Ngoiai ra cac ching nay cling mang mdt s6 dot bién cho phép dé dang phat hién
dong mang ADN dich, vi du ky thuzfit. bé sung alpha.

— Chung biéu hién: mang cac yéu t& cin thift & biu hién gen dich va dé
on dinh san pham biéu hién. Cac ching nay cho phép biéu hién gen dich véi muic
dd cao nham thu duge nhiéu san phaAm bidu hién gen—protein.

Duéi day 1a mét s3 chiing vi khuan xuat phat tif ching E. coli K12 thudng sit
dung :

* Chung tao dong thong thuong:

- JM103 : dung d€ nhan ban cac vector ctia phage M13, ciing ¢6 thé dung véi
plasmid pUC, 1a cac plasmid st dung ky thuat b3 sung alpha d€ chon loc dong
tai t8 hop. Ching nay bi mit gen P-galactosidase trén nhiém sic thé, nhung c6
mang gen cho doan omega ciia B—galactosidase trén plasmid F, cho phép né bi
nhiém bdi cac phage dang sgi nhu M13. Néu mAt plasmid F sé lam mit kha
nang nay, do dé phai duy tri chiing nay trén méi trudng tdi thidu.

— JM109 : tudng tu JM103, ngoai trir cé dét bién trén gen recA, lam cho né
mit kha nang tai td hgp tuong déng. Chiing nay dude diing nhidu hon JM103 vi
it 1am bién d6i doan gen ngoai lai. Tuy nhién, hiéu suit thu ADN ctia M13 clia
né thap hon JM103. '

~ DH5—¢: chung nay ciing ¢6 dac tinh bd sung alpha nhu JM103 hay JM109.
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Chung ndy mang gen recA1l d6t bién. Ngoai ra, né c¢dn mang dot bién deoR 1am
dé dang cho viée thu nhan cic manh ADN 1én.

“ Chung bidu hién

— BL21(DE3): biéu hién manh cac gen dich duge dleu kh1cn bdi promoter T7,
Bi @6t bién mAt cic gen protease lon va ompT.

— Bl.21trxB: giéng nhu BL21 nhung c6 dét bién ¢trxB dé gitip hinh thanh cau
disulfit trong té& bao chat giup mdt sé protein gap lai dung.

2.2. Vector tao dong

Cé bén loail vector ¢o ban dung trong tao dong 12 plasmid, cac vector thuc
khuin tidu gidi ¢ ngudn gbe ti phage lambda, cic cosmid va vector tit cac phage
dang sg1 nhu M13.

Plasmid

Plasmid la mdt phan tit ADN sgi kép, vong kin, nhé c¢é thé nhan ban dac lap
trong té bdo. TAt cd cac plasmid duge dung trong nghién citu sinh hoc phan tu
phai théa man ba véu ciu :

— C6 yéu t& danh dau dé chon loc dong tai té hop, thudng 1a mét gen khang
khang sinh hoac dung k§ thuat b sung alpha.

— Co diém khéi dau sao chép (Ori) cho phép nhan ban plasmid trong té& bao
chat khéong phu thude nhiém sic thé. Cac plasmid duge st dung hién nay thudng
c6 diém Ori c6 thé kiém soat dude, vi du cho phép khuéch dai plasmid khi c¢6 mat
chit te ché tong hgp protein (nhu chloramphenicol). Diéu nay giip ting sé ban
sao clia plasmid trong t& bao chu va cho hidu suat cao khi chiét tich plasmid véi
dé tinh khiét kha tot.

— Cé vung tao dong (Multiple Cloning Site — MCS) : ¢6 chiia nhiéu trinh tu
nhan dién duy nhat cia nhiéu RE khac nhau nim lién tiép nhau (polylinker),
cho phép cit dé dudi plasmid va chén doan gen mong mudn vio.

Plasmid 1y tudng can ¢6 kich thude nho (2-10 kb), khéng tiép hdp dude, nén
khong di chuyén dudc, va cé kiéu hinh biéu hién dudge trén té bao cha. Ngoai ra
né ciing can c6 nhiéu trinh tu nhan dién duy nhat clia enzym cat giéi han va c¢é
s6 ban sao 16n (>10). Cac plasmid sau khi tai t6 hgp sé duge dira vao t& bao chu
bang cach bién nap hay tham dién (electroporation).

* pUC

LA mét ho cac plasmid ¢6 mang mét sé dic tinh clia vector M13 va pBR, 1am
thuan Igi hon cho thao tac. Kich thude nhd (2,7 kb), ¢6 gen khang ampicillin,
diém Ori cua pBR322 va mot phin gen lacZ cia E. coli. Vung tao dong (tudng tu
M13) nim trong doan lacZ nén ciing diing ky thuat bs sung alpha. Cho s6 ban
sa0 cao, VA ¢6 thé duge khuéch dai bing chloramphenicol.



* pGEM va pBluescript 11

Mang nhiéu yé&u té thuan tién cho thao tac. Kich thuée kha nhé (2,9 kb), cho
s6 ban sao cao trong té& bao E. coli thich hgp. Ving tao dong nidm gitia hai
promoter cho phép phién ma tu trinh tu duge chén vao.

pBluescript Il SK (-) JFMS
3.0kb Sacl

pUC ori

Hinh 10.1. So dé mét plasmid dién hinh

Gén:l gen danh dau chén JacZ’, ving tao dong, MCS, nam trong lacZ’”,
diém gbc sao chép, ori; gen danh dau dé khang khang sinh, Amp".

* pET va pGEX

La cac ho vector plasmid dé tao dong va biéu hién gen, tinh ché& protein. Cé
viing tao dong, vi tri gin ribosom, promoter duge t&i wu héa dé biéu hién gen dich.
Ngoai ra con dude tich hgp nhiéu trinh tu ma héa cho doan chic nang giip tinh
ché hay nhan dién protein biéu hién nhu polyhistidine tag, S—tag, GST-tag, ...

Cac vector tit phage lambda

Day 1a mot phage tiéu giai, nghia 12 sau khi xAm nhép té& bao chu, phage sé
nhan ban ADN cta minh va tao cac virion, ly giai t& bao chu réi phéng thich
phage.

Khi dude dung lam vector, ngudi ta cit bé mdt phan bd gen cia phage khéng
lién quan dén qua trinh tiéu giai va thay thé bing doan ADN céan tao dong. Do
dac tinh cia phage, nén sau tai t6 hgp kich thudc vector phai 16n hon 78% (38
kb) va nho hon 102% (51 kb) so vdi dang hoang dai (50 kb) thi méi déng géi dé
dang thanh phage dudc. Vi vay, khi st dung 1am vector tai t6 hgp phai chi § dén
kich thude doan gen mudn chén.

C6 hai diém thuan lgi khi dang loai vector nay dé xay dung céac thu vién tai
t6 hop. Thi nhat, bd gen ctua phage sau khi tai t6 hgp c6 thé dude déng géi bang
cach tron véi cac protein vo (da duge thuong mai héa) (déng géi in vitro). Diéu
nay rit c6 y nghia vi khi dé chi ciAn mét lugng it vector va ADN cédn chén. Déng
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gdi in vitro 1a cach don gian nhat dé dua ADN tai t6 hgp vao té bao E. coli cha.
Thit hai, cac thu vién phage c6 thé d& dang phat hién vdi mau do, khuéch dai va
bao quan trong mét thai gian dai.

Vector cosmid

Cosmid 12 mét dang lai gitda phage v plasmid va ¢6 dude cac vu thé cua ca
hai dang vector. N6 ¢6 thé dung dé tao dong cac doan gen ¢6 kich thudc 16n dén
50 kb. Cosmid vector mang yéu t& chon loc, diém Ori cua plasmid, vi tri tao déng
vA cac trinh tu ctia phage lambda ma héa cho vi tri cos. Dé tai té hgp, ngudi ta
cat vector bang RE tai vi tri tao dong va trén véi doan gen mudn chén (c6 chidu
dai tir 35—-45 kb), vector va doan chén sé dudc ndi lai bing ligase, tao thanh mat
sgi ADN thing véi doan chén bi kep giita hai vector. Sgi ADN nay khi 0 véi cac
protein vo s& tao thanh phage va duge gay nhidm vao E. coli. Sau khi vao t& bio
ch, ADN tai té hgp sé tao thanh véng va hoat déng nhu médt plasmid.

Bang 10.1. M&t s RE thudng dung

Tén RE Vi tri nhan dién / cit?  Dung dich dém® Vi khuin

Aalll GACGT=*C K Acetobacter aceti

Alul AG+CT L Athrobacter luteus

Ball (Msc))' TGG*CCA O (L) Brevibacterium albidum

BamHI G*GATCC M Bacillus amyloliquefaciens

Bgii! A*GATCT M Bacillus globigii

Bcll T«GATCA L Bacillus caldolyticus

Bsp106l (Claly' AT*CGAT M (O) Bacillus sphaericus /
Caryophanon latum

EcoRt G*AATTC M E. coli

EcoRIf (BstNI)' *CC(A/T)GG M (L) E. coli| Bacillus
stearothermophilus

Haelll GG*CC L Haemophilus aegyptius

Hincll GTY-*RAC LM Haemophilus influenzae Rc

Hindlil A<AGCTT L Haemophilus influenzae Rd

Hinfl G+*ANTC L Haemophilus influenzae Rf

Hpal GTT+AAC L Haemophilus parainfluenzae

Kpn! GGTAC»C 0 Klebsiella pneumoniae

Mboll GAAGANNNNNNNN« 0 Moxarella bovis

CTTCTNNNNNNN=*
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Tén RE Vi tri nhan dién/cat? Dung dich dém® Vi khuan

Mbol (Sau3A)! *GATC L (L) Moxarella bovis /
Staphylococcus aureus 3A

Msp! (Hpall)' C»CGG O (0O) Moxarella species

Not! GC+GGCCGC M Nocardia otitidis—caviarum

Pst! CTGCAxC L Providencia stuartii

Pvul CGAT+CG M Proteus vulgaris

Pvull CAG+CTG M Proteus vulgaris

Sacl (Sstf)’ GAGCT*C O (L) Streptomyces
achromogenes

Sacll {Sstl))’ CCGC+GG O (L) Streptomyces
achromogenes

Sall G+*TCGAC H Streptomyces albus

Smal CCC*GGG K Serratia marcescens

Sphi GCATG+C M

Stul AGG*CCT L Streptomyces tubercidicus

Taql! T*CGA L Thermus aquaticus

Xbal T+*CTAGA L Xanthomonas campestris
pv. badrii

Xhol C»TCGAG L Xanthomonas holcicola

Xmal C«CCGGG 6] Xanthomonas malvacearum

' ¢6 cling vi tri nhan dién nhung khac ngudn géc.

2 trinh ty nhan dién theo chiéu 53", * I3 vi tif cat. A ; adenin, C : cytasin, G : guanin, N : bat ky base
nitd nao, R : purin, T : thymin, Y : pyrimidin

3K : 10 mM Tris—Cl pH 8 + 10 mM MgCf, + 20 mM KC} ; L : 50 mM NaCl + 10 mM Tris~Cl pH 7,4 + 10
mM MgCl, + 1 mM DTT ; M . 100 mM NaCl + 10 mM Tris—Cl pH 7,4 + 10 mM MqCl, + 1 mM DTT ; H :
150 mM NaCl + 10 mM Tris~Cl pH 7.4 + 10 mM MgCl, + 1 mM DTT ; O : 10 mM Tris-Cl pH 7.4 + 10
mM MgCl, + 1 mM DTT ‘

2.3. Cac enzym lam bién dai acid nucleic
Enzym cat gidi han / methylase
* Chuc nang

Enzym cat gidi han (restriction enzyme—-RE) la cac endonuclease ¢6 kha
nang cat ADN tai hay gdn mét trinh tu nhan dién dac hiéu. Song song véi ching
t& bAo cé cac enzym methylase xtc tdc viéc metyl héa cac trinh tu nhan dién dac
hiéu va ngan can tac dong cua enzvm cat gidi han. Cac loai khic nhau cé cap
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RE/metylase khac nhau. Hau qua 13 néu cac ADN ngoai lai (vi du ADN phage)
chua bi metyl héa sé bi ¢iit va thoai héa, trong khi ADN ctia té& bao chi dude bao
vé. Pidu nay gitp cho bd gen cua vi khuan dude 6n dinh.

* Phan loai RE

(6 ba loai RE : 1, IT va III. Loai I va III mang mét phic hé gdm cd hai hoat
tinh cit giéi han vi metyvl héa, loai nay can ATP dé ¢6 ning lugng va né cat
ADN tai vi tri kha xa diém nhan dién. Hai loai nay it dude dung trong cic thuc
hanh sinh hoe phan tit. Loai I chi ¢6 hoat tinh endonuclease, khong can ATD dé
hoat déng va cit ADN tai hodc rat gan vi tri nhan dién. Loai IT duge st dung
nhiéu trong thuc tién sinh hoc phan ti v hién ngudi ta di biét khoang 1000 RE
loal nay va ¢6 vai tram loar dd duge thudng mai héa.

Dé goi tén RE ngusi ta dung ba ky tu Latinh (in nghiéng) trén ¢d sé tén chi
v loai (361 khi st dung thém ky tu thit tu dé chi chting (strain) hoac plasmid) va
mot s& La ma dé chi thu tu phat hién ra enzym. Vi du : Smal : 12 RE caa Serratia
marcescens duge phat hién trudc tién.

= Vi tri nhan dién /cat

Vi tri nhan dién cua da sé RE loai IT thudng chia 4 — 6 nucleotide va thusng
¢ su d61 xung cap (trinh tu palindrome). Cé bon kiéu sap x&p cua trinh ty nhan
dién: palindrome (vi du BamHI, EcoRI) ; palindrome bi ngat (Iinfl, Xmnl); trinh
tu bi thoal bién, thuong cé phan con lai cia su d61 xtng cip (EcolRll, Ilincll);
khéng phai palindrome (Mboll).

RE chi cat ADN sgi dbi vt tgo ra hai diu tin 5 phosphate v 3" hydroxyl. Dau
¢it ¢6 thé 1A hodc so le. N&u trinh tu nhan dién ¢6 phan nao tinh d6i xtimg thi
diém cat thuong nam gita n6 va 3 vi trf gidhg nhau cho méi day. Nguge lai thi vi
tri cat cAch khoang so véi né. Bang té6m tat dac diém mét s6 RE thudng dimng.

Polymerase

Polvmerase 14 ¢ac enzyvm chiu triach nhiém tong hdp acid nucleic 1 cae don
vi nucleotide.

* ADN polymerase phu thuéc ADN

— FE. coli ADN polymerase 1

Duge phan lap tu E. coli, nhung ngay nay da duge san xuat tir chiing vi khuan
¢6 kha nang siéu téng hdp enzym nay.

Muc dich sit dung :

+ Danh diu ADN

+ Toéng hop soi thda hai cia ADNbs

Dic tinh :

+ Hoat tinh téng hgp 5'— 3" ding doan mdi ADN hay ARN. Hoat dong tot
trén khuén mau ADN. Kha niing xt ly thap va can téi thiéu mot mM dNTP.
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+ Exonuclease 3'- 5': y&u hon polymerase cua T, va T,.

+ Exonuclease 5'- 3’

~Poan Klenow (doan ldn cua polymerase I cua E. coli)

Thu duge nhg tic dong cna enzym thuy phin protein trén polymerase I cuia
E. coli hoac nha siéu téng hop 8 dong tai té hop gen quy dinh polymerase di
dudc bién d6i. Doan Klenow khéng c6 hoat tinh exonuclease 5'— 3'. Gan day vdi
cong nghé di truyén da tao duge dong san xuit doan Klenow khong cé hoat tinh
exonuclease (exo” Klenow enzym; Stratagene).

Su dung :

+ Lam ta diu 3'bi hut (dau dinh)

+ Loai bd #au 3’ nhd ra.

+ Danh diu dau 3’ cia ADN sdi doi, dac biét dsi véi dau 3’ bi hut.

+ Téng hop sdi thit hai cia ADNbs, ¢6 uu diém hon polymerase I vi khéng cé
hoat tinh exonuclease 5'- 3.

+ Panh dau bang ky thuat moi ngiu nhién.

+ Pinh trinh ty ADN bang phuong phap dideoxy.

+ Téng hop ADN tit ADN sgi don vdi méi dic hiéu.

- ADN polymerase T4

Pudc ly trich tit E. coli bi nhiém phage T,. Cé dic tinh gan nhu doan Klenow

nhung c6 hoat tinh exonuclease 3'- 5' manh hdn, khéng lam dich chuyén sdi va
khéng tac ddng trén ADN bi cit khia,

St dung :

+ Lam ta diu 3’ bi hut.

+ Loai bd dau 3’ nhé ra.

+ Danh ddu dau 3’ cia ADN sgi dbi.

+ Téng hop ADN tir ADN sgi don véi méi dac hiéu.

- ADN polymerase T7

G&m hai tiéu don vi : 16n : c¢6 hoat tinh enzym do phage T, m4 héa ; nhé : 1a
mét thioredoxin protein do t& bao chu E. coli ma héa. Kha nang xit 1y thap,

nhung néu két hgp véi thioredoxin thi tang 1én rat nhiéu. Khi thay ddi phan
thioredoxin thi hoat tinh exonuclease 3' — 5' bi mat.

St dung :

+ Dinh trinh tu ADN bang phudng phap dideoxy.
+ Téng hdp cac ADN cuc dai.

+ Lam ta dau 3’ bi hut.
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+ Loai bd dau 3’ nhé ra va danh dau dau 3’ caa ADN.

+ Téng hop soi thit hai cia ADN,,, ¢6 vu diém hon polymerase I vi khéng c6
hoat tinh exonuclease 5'— 3’

+ Danh dau bing k§ thuit mdi ngau nhién.

-~ Taq ADN polymerase

Ly trich tit Thermus aquaticus, hién nay da cé dang tai t6 hgp. Hoat dong téi

uu d 75 — 80°C, hoat tinh giam 10 1an & 37°C. Hoat tinh enzym van ¢dén hon 50%
sau 2 gio g 95°C.

Su dung :

~ Khuéch dai ADN béing phan ung chudi polymerase.

— Pinh trinh tu ADN bang phudng phap dideoxy. Cé6 kha nang thuc hién &
nhiét dd cao nén tranh dude cac ciu tric thi cidp ctia khudn mau va cé thé tién
hanh véi lugng mau rat nho.

- Polymerase phu thuéc ARN (hoac ADN)

Con goi 1a enzym sao chép ngude (reverse transcriptase). Co hai loai : AMV
(tu avian myeloblastosis retrovirus) va MMLV (tit mouse Moloney retrovirus)

St dung :

+ Téng hgp soi thi nhat caa ADN,,.

+ Pinh trinh tu ADN bing phuong phap dideoxy. Trong vai trudng hop né tot
hon cac polymerase khac.

— ADN Polymerase khéng phu thuéc khuén mau

Con goi 1a terminal (deoxynucleotidyl) transferase. Ly trich ti thymus cua
bé. Cé kha ning thém nucleotide vao nhém 3’hydroxyl cia mdi ADN ma khéong
can khuén mau.

— ARN polymerase phu thuoc ADN

La cac ARN polymerase ctia phage SP6, T,, T,. Cé6 kha niang phién mi ARN
tit khuén mau ADN. Uu diém cta né 13: chi phién ma tit vi tri khéi dong (promoter)
dac hiéu cia phage; tdng hdp nhanh cac phan ti ARN dai hang nghin nucleotide
; ¢6 thé cho ra 5 — 30 ban ARN tit mdt khuén mau ADN.
Ligase

LA enzym xuc tac sy téng hop lién k&t cdng héa tri phosphodiester gita diu
3'-hydroxyl va 5'-phosphate ciia ADN, cho phép néi hai phan tid ADN ho#c déng
vong ADN. ADN ligase ctua T, va E. coli cAn ADN s¢i 81, trong khi ARN ligase
ctia T, c6 thé ding ARN hoic ADN sdi don.

ADN ligase ciia E. coli cAn NAD dé ¢6 nang lugng va c¢6 thé dung siia chila
chd bi cat khia hay néi cac diu dinh. ADN ligase ciia T, cAn ATP dé hoat déng
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vii ¢6 thé dung dé stta chd cat khia, ndi dau dinh va ca dau ti, do d6 né dude s
dung réng ral nhit hién nay.

3. KY THUAT THAO TAC GEN
3.1. Tao doan ADN cin tao dong

Doan ADN dich can tao dong ¢6 thé dude tao ra bing cach cit ADN nhiém
sfc thé bing mét hay nhiéu RE thanh nhiéu doan nhd, cac doan nay sau dé duge
tao dong riéng bidt va sang loc dé thu duge dong chiia doan ADN mong muén.
Néu mot phian & hai dau doan ADN dich da biét trudc trinh tu, cé thé thiét ké&
doan mdi va khuéch dai no véi PCR. Trong thiét k& ctia doan mdi ¢6 thé dua vao
trinh tu nhan dién cua RE va sau do6 ¢6 thé cit san phidm PCR dé c6 duge cac
diau mong mudn thich hgp cho viée 1ao dong.

= Tong hop va tao dong ADN,, (cDNA)

O & bio nhan that, su 8 chdc cla vat lidu di truyén khéng c6 tinh lién tuc
do d6 ADN nhiém sic thé kheng thé dung dé tao dong gen, ma thay vao d6 cac
mARN. mang théng tin di truyvén lién quan tryc tiép dén viée ma héa cho
protein. dude st dung d& 1am ngudn gen dich. Tuy nhién, mARN khong thé duge
sti dung truc tiép dé€ tao dong, do vay dé cé thé su dung théng tin di truyén cua
mARN ngudi ta phai chuyén né thanh ADN, goi 1a ADN, .

('6 hai phuaong phap duge dung dé téng hop ADN,, tir mARN goi la téng hap
thav thé va tong hgp thich ing doan méi. P&l vél ca hai phudng phap, sdi dau
tiéen cia ADN,, sé dude téng hop bing doan moéi bd sung véi mARN c6
polvthymin nhd enzym sao chép nguge. Két qua thu dude mdt soi déi lai mARN
/ADN, . Giai doan hai khac nhau déi véi méi phudng phap.

Phuong phap hay dung nhat la tdng hop thay thé, dua vao viéc st dung
enzyvm ribonuclease H (RNascH), enzym nay cit phan ARN cida phan td lai
mARNADN, va ¢6 hoat tinh §° — 3’ vad 3’ - 5 exonuclease. Két qua 1a ARN bi
phan hiav mét phan & ca hai ddu. Cac manh ARN thu dudc ¢6 thé dung lam mai dé
tong hdp ADN nhd ADN polymerase 1. Enzym nay cé hoat tinh 5 -3 exonuclease
vl polvmerase sé& 14p diy cic khe (nick) va loai bd méi ARN mét cach hitu higu.
Ciac manh ADN,_ tao ra sé dude noi lai bAng ADN ligase. Phudng phap nay ¢6 thé
chua la vang 5’ARN cap.

Phudng phap téng hop thich tng doan méi, dua vao sy loai bd s¢i ARN, tur
phin ti 1ai mARN/ADN,_, bang cach xit ly v8i kiém. Sau dé thém polyC vao dau
3" cia ADN nhd enzym terminal transferase. Luc nay ¢6 thé dung doan mai cb
polyG dé téng hop soi tha hai ciia ADN,, bing ADN polymerase (xem hinh 10.2).
Phuong pbhap nay, khae véi téng hgp thay thé, tac ra phin tit ADN,_ véi ving
5ADN cap nguvén ven. Tuy nhién, né ¢6 nhiéu buée hon vi bude terminal
transferase khé kiém soat.
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Cuot cung, viée tao dong ADN,. dude hé trg boi viée thém polyC g dau 3'
bang cua ADN,, biang terminal transferase va nai ching véi vector da dudi thang
vA xU ly véi terminal transferase dé cé polyG bé sung.

Ou bao nhan thit

!

mARN AANAA
TTTT'T
/Doan mdi oligo(dT)
'
MA RN — /\ A A A7
TTTTT
/Revcrsc transcriptasc
- dNTP
mARN AAARAN

ADN,, e —— )] "] )]

Téong hop thay thé Thich img doan moi

RNaseH Kiém

MARNgemm  wwms  eosem emesm AAAAA
ADN, — ] T

N ADN),, pee— T 7 T T

ADN polymerase Terminal transferase
FANTP +dCTP
ADNy, umeits- wn> s asuis wmd- AAAAA ADN;, CCCCC um— | T T [ T
I T T ]
ADN,, - Tt GGGGG
ADN ligase Doan mai oligo(dG)
GGGGG
ADN,, ADN CCCCC T 7T T'T
ADN.‘&—TTTTT ADN pOlyn)Cl‘ﬂSﬁ
+dNTP

ADN,, GGGGG

ADN, CCCCC m— ‘|| '1""]'

Terminal transferase
+ dCTP

e C CCCC CTC
CCCCC nm——— 062 N Se o
o4 e Q
O ()

ADN ligase

o, CPG Gy
Cat vdi enzym o G,
Vector £id1 han

. -
tao dong Terminal

transferase
+dGTP

Hinh 10.2. Téng hgp va tao dong ADN,,



3.2. Cit va néi ADN tao phAn t tai t6 hop

Vector tao dong va doan ADN dich duge xi 1y véi RE tao ra chc dau cat
tudng thich nhau dé sau dé cé thé ndi ADN dich vao vector. Hai diu cat duge coi
la tudng thich néu ching ¢é thé néi lai duge bang ligase. Can luu y tinh tudng
thich khi cit—n&i ADN. Cac ddu tu ludn tudng thich vdi nhau. Cac dau dinh dudc
cat bdi cung RE sé tuong thich véi nhau. Cac ddu dinh tao ra do cac RE khac
nhau thudng khdng tuong thich trong da sé trudng hdp (xem Bang 10.2).

Bang 10.2. Enzym cit gidi han va tinh tudng thich cta diu cit

RE Diém nhan dién D3u cit Tinh tuong thich  San pham
Dinh
Sau3A —-GATC- ~-GATC - —~GATCC-
—CTAG- - CTAG- \ / —CTAGG-
Dinh Tuong thich
BamH! ~GGATCC- -GGATC C- / \—GGATC—
~CCTAGG- —-C CTAGG- —CCTAG-
Dinh Khong tuang thich
EcoRl ~GAATTC- -G AATTC- / ~GAATTC-
—CTTAAG- -CTTAA G- / —CTTAAG-
Dinh Tuong thich
EcoR| ~GAATTC- —G AATTC- / \—GAATTC—
~CTTAAG- CTTAA G- \ —CTTAAG-
Tu Khéng tuong thich
Dral —-TTTAAA- —TTT AAA- /' —TTTATC-
—AAATTT- ~AAA TTT- —AAATAG-
Tu \TUOng thich
EcoRV —~GATATC- —GAT ATC- / —~GATAAA-
—CTATAG- —CTA TAG- —CTATTT-

3.3. Dua vector vao té bao chu

Dé duy tri va biéu hién gen tai td hgp can dua vector tai t6 hop vao té bao cha
thich hgp. C6 bén phuong phap chinh 1a bién nap, tham dién, ti&p hop va tai nap.

Trong su bién nap cac vi khuéin nhu E. coli ¢6 thé nhan plasmid tai té hop
khi bi x1t 1§ véi CaCl, lanh dé thanh dang kha nap (competent). Cac t& bao kha
nap nay dudc trén véi ADN va cho shock nhiét 8 42°C trong thei gian ngin, khi
d6 né sé thu nhan plasmid vao trong té& bao.

Thim dién 12 phuong phap thudng gip dé dua ADN vio té bao vi khuin
cOng nhu t& bao nhan chuin. Ky thuat nay dya vao viéc dua ADN vao té bao khi
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cho t& bao tiép xuc véi dién trusng cao thé. Tham dién cho phép dua ADN véi
hau nhu moi kich thudc vio té& bao.

Thinh thoang su tiép hdp ciing dude sii dung, tuy nhién, chi nhitng plasmid
¢6 mang yéu té tiép hop mdi chuyén dudc.

Tai nap 12 cach chuyén ADN vio té& bao biang virus. Phuong phéap nay duge
st dung dé dua phage hay cosmid tai t& hgp vao E. coli.

ADN dlch

Plasmid vector

Vl trl cat bang BamH]

Nyt oa s 2
o Vi tri cat
Cit bang BamH[l bang BamHI

Cit bang BamH1
l 8 Cic minh B2 B2 B

Amp’ ADN B2 B2

( m
) ADN ligase cua T

O O

Bién nap vao
E. coli

Tai E. coli 1én
moi truong
chon loc

Khéng c6 khang sinh Ampicillin

Ciac dong khang

Ampicillin

Nkhém
Ampicillin Tetracyclin
Lh-.—.—.-‘_‘_l

o

Céac khém nhay Tet
va khang Amp mang
dong tai t& hop
Hinh 10.3. Ky thuit tao ddng va xay dung thu vién gen bing vector plasmid
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Dau
A D\J

din c N ; — .
Nhicm sic thé vi khuan
Pudi

— Citgi6i han
Phage X
ST

L | 40kb | [skb]

L 1skb_ | [ 35kb_____]
[ Zam ]

ADN Khdne thiét
veu cua phage

Pong vo in vitro

Qua 16m khong dong duoc
iy .

A S

Dong vo thanh phage

\

J Qua nho khdéng dong, chinh xac duoce

Hinh 10.4. Ky thuat tao dong va xay dung thu vién gen bang phage X

Cac manh ADN sau khi néi vdi ADN phage s& dugc tron véi vo cia phage va
cho déng vo in vitro. Do phage i chi nhan va déng vo chinh xiac nhiing manh
ADN nam gitia hai dau cos cé kich thude 35 — 45 kb nén nhiing manh tai t6 hap
nao ¢6 kich thuée 16n hon hodc nhé han gidi han nay sé khong duge déng vé
thanh phage.

3.4. Chon lgc thu vién gen

V6i thu vién gen thu duge can phai sing loc hang nghin dong khac nhau dé
tim ra gen mong mudn, do dd viée chon lua phudng phap sing loc s& phu thudc
nhiéu vio cic héa chat va théong tin dang ¢6 vé gen dich.

Sang loc bang phuong phap lai

Ky thuat nay dude dung khi da biét mot phan trinh tu cia gen can tim hay
hién dang ¢6 mét manh cua gen nay. Cach khac, mdt manh ADN cua gen khac
c6 litn quan gin dén gen can tim duge ding lam doan do. Trong ky thuat lai,
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ngudi ta cily cdc dong khac nhau trong thu vién 1én hép thach réi tao ra moét
ban sao trén mang nitrocellulose hay mang nylon ctia cac khém hay plaque.
Mang sau dé duge dem lai véi doan do c¢6 danh dau phéng xa chita mdt phan
trinh ty dic hiéu cua gen dich. Nhu vay doan do chi bAm vao chd cé khém hay
plaque cua dong mang gen dich, sau khi xa ky ta thu dude tin hiéu trén phim
va déi chiéu phim vdi hép thach ban ddu ta biét dude dong nao mang doan chén
c6 gen dich,

Sang loc bang mién dich

Ky thuat nay duge dung dé tim mét gen ma héa cho protein ma ta dang cé
khang thé dac hiéu. Su thanh c¢éng cia phudng phip nay phu thubde viao viée
gen dich ¢6 biéu hién duge hay khéng. Cac budc ti€n hanh ciang tuong tu
phudng phap lai, khém hay plaque sau khi chuyén qua mang dude ¢ véi khang
thé diac hiéu ciia protein dich, khang thé nay s& bam vao chd co protein dich.
Sau d6 mot khang thé thit hai ¢6 danh ddu dude thém vao dé nhan dién khang
thé trudc, nhd d6 phat hién dude vi tri cia khang thé dau tién cing la vi tri cha
protein dich,

Sang loc theo hoat tinh protein

Cach nay gidi han vao cac protein dich cé hoat tinh dac hiéu c6 thé dé dang
xac dinh trong mot dan s8 rat 16n cac dong tai t6 hop. Va hién nhién gen dich
phai biéu hién dugc protein trong cac dong té& bao.

4. TOI UU HOA SU BIEU HIEN CUA GEN TAI TO HQP

Mabt trong cac muc tiéu cia cac ¢dng ty Dude pham san xuit cac thude tai t8
hop méi 1a bidu hién & miic t8i da gen tai t6 hop dé thu duge nhiéu thuée. Tuy
nhién, viéc tao dong gen vao vector khéng dam bao 1a gen se biéu hién manh. Do
dé dé cai thién su biéu hién gen chiing ta cAn t&i uu héa cic giai doan khac nhau
clia qua trinh téng hgp protein. Pidu nay c6 thé dat dude bang cach si dung cac
vector dic biét goi 14 vector biéu hién (xem hinh 10.5).

Vector gdbm ¢é mot promoter manh—Ptac, bi 1fc ché bang lacl? do d6 chi hoat
dong khi duoe cAm ting bang lactose hay IPTG; theo sau bdi mét doan gen ma héa
cho Glutathion—S—transferase (GST), protein ndy giup cho protein dich khi néi
vao c6 duge dé tan va tinh én dinh cao hdn, nhat 14 cac protein nhd, ngoai ra con
gitp cho viée tinh ché protein dich bing sic ky ai lyc véi c6t GST, gilta trinh tu
cua GST va ving tao dong (MCS) ¢6 vi tri cit caa thrombin, do dé ta ¢ thé dung
thrombin dé ct loai GST ra khdi protein dich sau khi tinh ché. Ngoai ra cac yéu
té6 nhu RBS, terminator ciing dugc thém vio va t81 vu héa

18000 MOA] SN DIRX
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Thrombin
[Leu Val Pro  Arg Gly Ser|Pro Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gly Arg lle Val Thr Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG&AAT T(EC CGG GTC GAC TCG AGC GGC CGC ATC GTG _ACT GAC TGA
\ J J - - -

L - M / Stop eocons
BamH!  EoR| gmar Sall  Xmal Not | p o

Tthi11)
Aat Il

pS)10s Bam TStop7
Psll

pGEX

4900bp

Nar |

EcoR V 1. AlwN |

BssiH Il

Apa |

Bstk 1 93?1322

Mlu |

Hinh 10.5. S dé mét vector biéu hién dién hinh
4.1. T61 vu héa phién ma

Qua trinh phién ma phu thudc vao hoat dong cua promoter, do dé dé gen dich
biéu hién t3t, cAn dat gen dudi su didu khién clia moét promoter thich hop va da
manh (xem hinh 10.5). C6 hai loai promoter 12 néi tai, diéu khién sy biéu hién lién
tuc cia gen, va cam ung, hoat déng phu thudc vao su ¢6 mat cua chit cam dng, do
do6 c6 thé bat tit dude. Promoter cadm ung dudc dung dé biéu hién cac gen ma
protein ciia né ddc déi véi t€ bao, khi dé t& bao ting trudng dén thdi diém thich
hop thi chit cam ing dude thém vao va su san xuit protein dich méi bat dau.

Ngoai ra, dé dam bao sy phién ma nging lai ¢ dau 3’ ctia gen, ngusi ta thém
vao cud) gen mét trinh tu goi 1a terminator.

4.2. T6i wu héa dich ma

Y&u td quyét dinh hidu suit dich ma la mét trinh tu nucleotid ngin nam
trude gen can thiét cho su gin cua ribosom (vi tri gin ribosom—RBS) dé bit dau
sy dich ma. Trinh ty nay can lya chon sao cho ¢é ai luc cao dé1 véi ribosom cua
L& bao chni, déng thoi khoang cach cua trinh tu nay dén codon khdi dau ciing can
dugc t6i wu héa dé dam bao hiéu suat dich ma cao.

Ngay nay, nhiéu hé théng biéu hién gen da dude thuong mai héa, cac hé théng
nay cé promoter vd RBS da dude 81 uu héa, ching ta chi cin tao dong gen dich
vao ding vi tri trén vector 12 ¢6 thé tan dung dudc cac wu diém nay cla vector.
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Cac protein nho ¢6 thé bi phan hily bdi cic protease noi bao khi dude bidu
hién trong t& bao chu khéng phai la té bao nguyén thiy cia né. Dé tranh hién
tugng nay, ngudi ta thuong nét né véi mét protein 16n hon v qua trinh dich ma
sé tao ra mot protein lai (fusion protein). Phan protein ngoai lai dude ndi vao con
¢ thé gitp cho viée tinh ché& va xit 1y protein dich va ¢6 thé duoc loai bd khi hoan
thanh nhiém vu (xem hinh 10.5).

Vin dé protein dich bi phan huy sau khi dich ma con ¢6 thé khae phuc bing
cach su dung cac t€ bao chu bi dét bién khong ¢b protease.

4.3. Bién d6i hau dich ma

Protein dich sau khi dich ma c6 thé can phai trai qua nhiéu khau xt 1y dé ¢6
hoat tinh sinh hoc can thiét. Cac bién d6i hau dich ma nay ¢d thé la tao caun
disulfit hay cat bo tién chat, glycosyl héa, ... Tuy nhién, E. coli 12 t& bio hay
dude stt dung nhat lai khong thuc hién dude nhiéu trong s6 ciac bién d6i nay nén
viée lua chon t& bao chi thich hop ¢6 kha nang thue hién cac biénh déi hau dich
mi 1a hét stic quan trong.

Bang 10.3. So sanh cac té bao chu trong biéu hién gen tai té6 hop

T& bao chd Uu diém Nhugc diém

E. coli Dé& nudi cay 6 quy mé 1dn Khd lam cho mét s protein bai xuat
Cac kiém soat phién ma va dich ma Va0 moi truong
duac biét rd Phan hly protein nho bai protease
Da duoc slr dung thanh céng dé Khong thé thuc hién hau hét cac bién
san xuat insulin, interferon, ddi hau dich ma
somatotropin Nhiéu protein nam trong t& bao chat

dudi dang khdéng tan

Bacillus subtitis  Nhiéu protein c¢6 th& xuat vao moi Piéu hoa biéu hién gen chua dugc
trudng nudi cay hiéu ré hét
D& nudi cdy d quy md Ién it vector cé mirc bidu hién cao

Khéng thé thuc hién hau hét cac bién
déi hau dich ma

Saccharomyces D& nudi cay @ quy md 16n Diéu hoa biéu hién gen chua duac
cerevisiae Glycosyl héa dudc 18t hiéu r hét
Xuit protein vao moi trusng tot. Doi khi khéng thuc hién duge bién déi

C6 nhiéu hé thang bidu hign & mic cao NaY dich ma mot cach chinh xac
Protein tai t8 hap khong tao thé
khong tan trong té bao chat

Nim men khac D& nudi cay d quy mé i8n Bidu hién gen khé kiém soat
Co6 thé glycosyl héa, mot s6 dude Déi khi bién ddi hiu dich ma khéng
t8i tu hoa nhu: Pichia pastoris va chinh xac

Hansenula polymorpha
D& xuat protein vao méi truang
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T& bao chd Uu diém Nhugc diém
Té& bao con Mdre bi€u hién cao Khé 1&n quy mé Idn
tring

T& bao ddng
vat cé vu

Béng vat
chuyén gen

Khang ¢ nguy ca virus hay prion
Glycosyl héa chinh xac

Bién ddi hau dich ma chinh xac ddi
v@i protein nguot

Cac nhiéu hé théng biéu hién tét
Protein tai t8 hop én dinh cao

Bi&n ddi hau dich ma chinh xac

D& dang thu duac luong 16n protein
tai t& hop, vi du mét con dé cé thé
cha 1 kg protein tai t hap trong sira
mébi nam

Tuong doiré

Cac chudi mannase c6 thé gay ung
thu

Piéu hoa biéu hién gen chua dugc
hiéu ré hét

Ty |1& xuat protein ra ngoai thap
Cé nguy co nhiém virus

Khé [én quy mb 16n

Nguy co nhiém cao

San pham ddi khi khang én dinh

TU LUQNG GIA

—

noB oW

Trinh bay cac vu diém cha vector plasmid
Trinh bay cac uu diém cla vector tit phage
So sanh cac t& bao chl ¢é biéu hién gen

Céng nghé di truyén 1a qua trinh

A. Bién déi phan ti ADN bén ngoai VSV

Phan biét chung dé tao dong va chiing dé biéu hién gen

B. Lam cho phan tit ADN thu dudc ¢6 thé biéu hién chitc nang trong té bao

C. Dua phan ti ADN da bién d3i vao té& bao

N. Cat néi phan tit ADN

E. Tat ca

6. Ky thuat b6 sung alpha dé€ danh d4u chén

A. Vector mang doan chén ¢é ciu tric alpha

B. Vector mang doan chén mat y&u té alpha

C. Vector mang doan chén nhan dudc yéu té alpha

D. Poan chén cung cdp yéu t& alpha

E. Yéu t6 alpha gitip viéc néi doan chén vao vector dé dang hon
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Khoanh tron y tra 18i diing trong cac ciu
7. Cho biét:
Enzym Dau cat
Sau3A — GATC —

- CTAG-
BamHI — GGATC C-
-C CTAGG-

A. Hai enzym trén cé diu cat tudng thich
B. Hai enzym trén cé dau cit khong tudng thich
C. Dau cit chia Sau3A khéng néi lai dude
D. Dau cat cua BamHI khéng ndi lai dude
E. DAu cét cia Seu3A la diu ta
8. Khi tao dong, vector duge cit tai
A. Vi tri danh diu chén
B. Gen dé khang khang sinh
C. Viang promoter
D. Vang On
F. Ving tao dong
9, Muén biéu hién dudc sau khi tao dong, can dat doan chén g
A. Trudc promoter
B. Trude RBS
C. Trudc promoter va RBS
D. Sau promoter va RBS
E. Sau promoter va trude RBS
10. Nhudc diém ctia té& bao déng vat c6 vii khi dung dé biéu hién gen tai té hap
A. Diéu hoa chua duge biét rd
B. Ty 1& xuat protein ra ngoai thip
C. Cé nguy cd nhiém virus
D. Khé 1én quy md ldn

. Tat ca



Baill
UNG DUNG CONG NGHE GEN

1. SAN XUAT PROTEIN TAI TO HOP

1.1. Cac van dé cia cong nghé san xuit protein truyén théng

Trudc day, hormon véa protein tri liéu dudc san xuat biang con dudng chiét
tach tit mo, dich ndi tang dong vat hay nguoi. Phuong phap nay cé nhiéu khé
khan do ham lugng céc protein nay trong cd thé rit thdp nén sé lugng san xuit
khoéng du cung cap. Quy trinh san xudt lai rdt khé khan va tén kém lam cho gia
thanh san xuét rdt cao. Bén canh dé, néu ngudén goc protein ti dong vat lai
khéng hoan toan gidng d ngudi nén ¢é6 nhiéu phan tng phu hay phan ting di Ung.
Nhiéu truong hop nguyén liéu hay san phidm chita cic mAm virus hay prion
nguy hiém d6i véi ngudi san xuit cing nhu ngudi dung.

Ngay nay vdi su ra doi cua céng nghé gen, cac hormon protein va protein tri
lidu déu dude san xuit bang con dudng tai té hop di truyén. Gen quy dinh cac
protein nay cua ngudi dugde tao dong va dung dé san xui't protein nhd vi sinh vat
tai t& hdp. San pham thu dude hoan toan c6 ngudn gdc tit ngudi (gen cua ngudi)
nén cac vin dé vé di tng va tac dung phu duge giai quyét triét dé. Cac néi lén
men san xuat protein tri lidu ¢ quy md céng nghiép ¢d 2000 — 5000 lit.

1.2, Erythropoietin
Hoéa sinh va sinh ly hoe ctia EPO

Trude ddy hon 100 nam, chiing thiéu oxy duge cho 1a nguyén nhan kich thich
su tao hong cAu. Vao nam 1977, erythropoietin (EPO) ngudi da duge tinh ché tur
nhiing bénh nhan thiéu mau vé hinh. Gen nguoi ma héa cho EPO duge tao dong
ndm 1985, va hién nay da c6 EPO tai té hop (rEPO). Mot don vi hoat tinh (U)
EPO duge dinh nghia nhu 1a hoat tinh kich thich sy tao héng cidu bdi 5 pmol
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CoCl, duge tiém vao mdt con chudt dyue Sprague Dawler déi. Ion Cobalt thic diy
su tao héng cAu théng qua viée kich thich san xuat EPO, bdi vi ion nay gia lap
tinh trang thiéu oxy mau. rEPO cuia ngudi chuin gan day nhit chua 130.000
U/mg protein khi né duge glycosyl héa day di. Nong d6 trong mau & ngudi
trudng thanh khée manh trong khoang tit 10 dén 30 mU/mL. Nam 1989, thu thé
EPO da dugce tao dong tir dong té bio ung mau va con dudng truyén tin hiéu cua
EPO d3 dudc nghién ctiu trong nhiing thap nién gan day.

EPO kich thich qué trinh san xuit héng cAu bing cach thic diy qua trinh
phat trién cia nhing tién té bao erythroid mudn va su trudng thanh ctia ching
thanh nhiing tién nguyén hdng ciu, tai d6 qua trinh téng hgp globin bit dau.
EPO duge chap nhan rong rai nhu 1a chit diéu hoa sinh 1y chinh trong qui trinh
biét héa erythroid va kiém soat viée duy tri mic dé sinh 1y c@ia lugng hdng ciu
luu théng. EPO la mét protein glycosyl héa nhiéu va duge san xuat cha yéu 8
than cia ngudi trudng thanh. Bénh thidu mau két hop véi thiéu ning than
thudng do bdi su suy gidm EPO, va viée stt dung EPO ¢6 thé cai thién rd rét tinh
trang cac bénh nhan nay vdi it phan dng phu. Carbohydrat gin véi EPO giit vai
tro quan trong trong viéc thé hién hoat tinh in vivo.

Hoa hoc

Gen EPO ngusi duge niim trén nhidm sic thé 7pll-qll. Gen EPO chudt
duge khoanh ving trén nhiém sic thé s 5. Gen chi ¢6 mét ban sao véi chiéu dai
4 kb vé1 mdt vung promoter nho, 5 exon, 4 intron, va trinh tu ting cudng dudc
cam ung bdi sy giam oxy mau. Promoter, nim trong intron dAu tién, va trinh tu
tang cudng dude cam Ung bd su thidu oxy mau cé dd tudng dong cao gida EPO
ngudi va chudt. ADNbs d EPO ngudi ma héa cho 193 acid amin. EPO dang hoat
dong duge phan lap tit nude tiéu ngudi gbm c6 165 acid amin va dude tao thanh
do cit b6 doan peptid tin hiéu gdm 27 acid amin N-tan v Arg C-tan trong qua
trinh x( ly hau dich mi. Hai cau disulfid néi vi tri 7 va 161; 29 va 33. CAu
disulfid giita 7 va 161 cAn thidt cho hoat tinh sinh hoc EPO. Protein EPO ngudi
va chudt ¢ ty 1é tuong déng khoang 80%, nén EPO ngudi c6 thé gin chéo véi thu
thé EPO chudt vi ngude lai. Protein EPO ¢6 mic tusng ddng dang ké vdi
thrombopoietin trudng thanh, tac nhan diéu hda chi yéu ctia megakaryopoiesis.

Sinh téng hop EPO

Khi ma cac t& bao than chiu trach nhiém cho qué trinh sdn xuit EPO vin
binh thudng, mél quan hé giia néng d6 cua EPO va hemoglobin trong mau
thong thudng 1a nghich ddo. Su suy gidm ludng hemoglobin, do mat mau ching
han, dudc phat hién bdi nhiing t& bao san xuit EPO trong thin théng qua sy
giam cung cip oxygen (xem hinh 11.1). Néng d6 thap cla oxygen kich thich su
phién ma chia gen EPO, va két qua 13 EPO ting l&én trong mau va thic ddy su
tang sinh va biét héa cia nhiing tién t& bao hdng ciu d giai doan sau (CFU-E),
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tién t& bao héng caAu bi tac déng bdi EPO, thanh té bao héng cdu trudng thanh.
Viéc khéi phuc lai lugng héng cdu vdi hé qua cung cdp du oxygen sé tic ché qua
trinh san xuat EPO.
Té bao chét
4
|

Mo o e

O N O S

T¢€ biao bao
tao mau BFU-E BFU-E Té& bao ludi Héng cdu
Nguyén bao héng cdu /
? Mau Nhu cdu héng cdu
I I

Ap sudt oxi & mo

10 san xuat EPO

Hinh 11.1. Diéu hoéa qua trinh tao héng ciu bgi EPO

Hoat dong cua EPO

Su tao hong cdu bi anh hudng bdi vai yéu té ting trudng t& bao mau. EPO la
mot glycoprotein giil vai tro thiét yéu trong viéc diéu hoa sy tao hdng cdu bing
cach kich thich qua trinh ting sinh va biét héa cua nhiing tién té& bao erythroid.
Tat ca nhiing t& bao mau biét héa d giai doan cudi bat ngudn tit nhiing t& bao géc
da nang c6 kha nang sinh san. Qua trinh tao héng cAu tap trung ¢ xudng tiy, va
lach cing 1a m6t vi tri tao mau hoat déng d chudt. Nhiing té& bao géc cdp hai duge
biét héa thanh nhiing t& bao goc da ning vdi kha nang biét héa thanh vai dong
nguyén bao dic thu nhung mat kha niang sinh san. Méi dong nguyén bao dic
thd biét héa thanh cac t& bao mau trudng thanh nhu 1a hong cdu, bach cidu don
nhan, bach ciu hat, t&€ bao nhin khdng 16. Nhiing nguyén bao dac tha cho héng
cAu sd khai nhat c6 ngudn gbe tir nhitng té& bao goc da nang 1a nhiing tién té bao
héng cau ¢ giai doan sém nhit (BFU-E). Mac da BFU-E biéu hién thu thé cia
EPO, su dap tng cua ching véi EPO thap, va ching cdn cac bd sung cytokine
nhu la interleukin 3 hay yé&u té kich thich khém dai thuc bao—bach cdu hat dé
tang sinh va biét héa thanh CFU-E, dang nhay cam cao nhat d6i véi EPO.
Chudt déng hdp tii mang dét bién mat chic ning trong gen thu thé EPO chét
trong phéi thai d ngay thit 13, bdi vi khong tao duge héng cAu trudng thanh, mac

(3]
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dd ¢6 mat rat nhiéu CFU-E. Do dé, EPO cin thiét cho su biét héa va ting sinh
cua CFU-E. Gan day, mét chite ning méi cia EPO trong CNS di dugde dua ra.
Nhing dong t& bao than kinh nhu 1a PC12 va SN6 biéu hién thu thé EPO, va sy
gan cia EPO tirén cac t&€ bao PC12 lam ting ndng dd ndi bao cia nhiing
monoamine. EPO bao vé cic ndron vo nio va dudi déi dude nudi cay ddi vdi doc
tinh cia glutamate qua trung gian thu thé NMDA, ddc tinh nay dude cho 1a
nguyén nhan chinh gay ra su chét ndron do thiéu mau cuc bo. Nhitng nghién citu
nay cho thay EPO gid vai tro bao vé than kinh khi nfio bi thiéu oxy huyét hay
thiéu mau cuc bé.

Chitc ndng ctia carbohydrate duge gan vao EPO trong viéc tgo mdu

Phan carbohydrate gin vao cac protein hoat ddong trong hé néi tiét, vi du
EPO, ¢4 nhiéu chic nang sinh hoc khac nhau. Piu tién, carbohydrat cua
glycoprotein cAn cho su sinh tdng hgp va bai tiét ctia nd, bao gdm sy gip caa
protein trong qua trinh dich ma va bao vé protein khoi bi thoai héa ndi bao. Thit
hai, carbohydrat gitip protein bén vitng dé protein khéng bi loai trir khéi hé tuin
hoan trong qua trinh di chuyén clia né tit noi san xuit dén t& bao dich. Nhing té&
bao déng vat c6 vi, dac biét 1a t& bao gan, biéu hién nhing protein (lectin) lién
k&t véi carbohydrat trong glycoprotein. Do d6 sy glycosyl héa ciia protein cé thé
1 tin hiéu xac dinh thdi gian séng ctiia chuing trong hé tuian hoan. Thi ba,
carbohydrat lién quan dé&n su thé hién hoat tinh sinh hoc, bao gom cac bude gan
cua protein vao t& bao dich va sy truyén tin hiéu ndi bao.

Viée loail bd phan carbohydrat 8 EPO khéng anh hudng dén hoat tinh in
vitro nhung 1am giam manh su sinh tong hép EPO va hoat tinh in vivo cia né.

SAn xuat va tinh ché EPO tai to hop

Trong vai truong hdp, cic carbohydrate gan trén protein gilt vai tré chinh
trong viéc biéu hién hoat tinh sinh hoc ctia ching. Nhitng carbohydrate ¢ thé
cin cho hoat tinh in vitro cling nhu in vive. Tham chi khi nhitng carbohydrate
khong ciAn cho hoat tinh in vitro, né lai rdt quan trong trong in vivo;
carbohydrate bao vé glycoprotein khoi su bAt hoat do nhiét va sy phan huy
protein, két qua 1a kéo dai thoi gian hoat déng trong hé tuin hoan mau. T& bao
nhin that duge dang dé san xuAt cac glycoprotein tai t8 hgp. P& img dung trong
lim sang khong chi cdn glycosyl héa ma con can ciu tric chinh xac cia nhiing
carbohydrate duge gin; mét glycoprotein ma phan carbohydrate tin cung dudge
nhan dién bdi thu thé gan s& bi loai nhanh chéng ra khéi tuin hoan. Kiéu ciu
tric carbohydrate ciing c¢6 thé anh hudng dén tinh khang nguyén ca san phim
t4i td hop. Khi nhitng glycoprotein tai t8 hop dude san xuit trong cac t& bao dong
vat khac loai, chudi acid amin ctia né s& quy dinh nhing vi tri ma chudi
carbohydrate sé gin vao protein, nhung sy hoan thanh ctia chudi ¢6 thé phu
thude hoan toan vao té& bao chu. Do dé, diéu quan trong 1a phai so sanh dic tinh
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cua nhitng glycoprotein tai td hgp san xuat ti nhiing dong té bao khac nhau véi
nhiing glycoprotein ty nhién. Glycoprotein ciing ¢é thé phu thude vao diéu kién
nuodi cay.

MHEPO 41 pUCS8
Sma 1
Eorl  APal BBVl gy EoR1 Bam 1
o —
E POl Apal

e

l T,DNA
polymerase Smal + EcoR 1
Bamli 1 pZIP-NeoSV(X)1
l EcoR 1 pBR 322
—

2.4Kb _, BamH1 .
\ Ligase - -

LTR ISS  Neor SV pBR | TR
phEPO1404 ori orl

(5.1Kb) Bglll l BamH 1

Ban#l 1 l Bgl1l + BamH 1
[ — e )
LTR L TR
\ngase

pBR 322

7 pZIP-NeoSV(X}1-EPO ‘\‘
— (11.6Kb) —

\-l _____________ ____‘:W:{:P/
LTR EPO 35S Neor SVPBR TR

ori ori
Hinh 11.2. Quy trinh tao vector biéu hién EPO tai té hgp

Phén lap va biéu hién ciia gen EPO

Peptid 1y tit EPO niéu (u—EPQO) dude dinh trinh ty dé chuén bi doan do
ADN t8ng hop nhim sang loc thu vién gen ctia gan bao thai ngudi tim gen EPO.
Phan tich bang enzym cat gidi han va Southern blot cho thiy nhitng doan gen
trong ba dong thé thyc khuin déu gidng nhau. Mot dong, A\EPO41, duge sit dung
dinh trinh ty. Toan bd chudi acid amin etia EPO da dude xac dinh. Dong AEPO41
chita todn bd viung mi héa EPO, mic du thiéu mét nita vang 3’ khéng dich ma.
Vector biéu hién EPO trong té& bao dong vat dudc tao ra theo quy trinh trong
hinh 11.2. Vector biéu hién EPO, pZIP-NeoVS(X) 1-EPO, chtia gen EPO nim
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ngay sau mot trinh tu lap dau tan dai (LTR) déng vai tro promoter phién ma va
dudc theo sau bing trinh tu ADN liy tif transposon Tn5 (doan Neo trong hinh
11.2) chita gen dé khang G418 trén té& bao dong vat c6 vi. Vector biéu hién duge
dua vio hai dong t& bao dong vat cé vd, t& bao BHK ¢é ngudn gdc tit than chudt
déng non, va t& bao w2 ¢6 ngudn goéc tit NITH/3T3. Ca hai loai té bao nay dude
chuyén nhiém bang phuong phap calcium phosphate. Nhiing té bao san xuat
EPO dugc phan lap nhd chon loc trong méi trudng G418 va qua lan pha loang
gidh han, Mc EPO trong dich nuéi ciAy cua nhing t& bio san xuit EPO dudc
dinh Iuogng bing phuong phap dinh lugng mién dich phéng xa (RIA) 1a 150 U/mL
d6i véi té& bao BHK va 300 U/mL d61 véi té bao w2.

Nuéi cdy té' bao va san xuat EPO

Nhiing t& bao BHK dudc nudi cay trong mdi trudng cd ban Eagle bé sung
thém 10% huyét thanh bé va 10% canh thang bacto tryptose phosphate. Té& bao
w2 dugc nudi trong mdi trudng Eagle dude cai tién theo Dulbecco bd sung thém
10% huyét thanh bé. MAu cady t& bao dé san xuit EPO dude bt ddu véi mat dé
1a 2x10% t& bao/mL trong khay nhua (Nha May Té Bao caa NUNC, 6000m?) chita
2 1it mdi trudng. Sau 4 ngay nudi cdy, t& bao da phat trién gin chdng lén nhau.
Mbi truong nudi cidy dudge thay thé biang méi truong chita lugng huyét thanh
thip (1,5% huyét thanh bé) va dich néi cia méi trudng nudi cdy duge thu hoach
sau méi 3 ngay.

Tinh ché' rEPO nguoi

Khang thé don dong (MAD) tit u—EPO dude dung dé tinh ché& EPO tit niéu
ngudi va dich nudi cay cna té bao BHK san xuit rEPO, nhung can xit ly EPO véi
SDS trudc dé EPO gin véi MAb. Dé tinh ché nhanh hdn, ngudi ta si dung mét
MADb méi, R2,

Dich nuéi cay (100 L) duge loc hit va ¢6 thanh 2 L véi siéu loc trén thiét bi
sdi réng (hollow fiber) (Amicon DC-10, Anvers, Mass) v8i ngudng phén t ludng
10.000. Dich ¢6 ddc dudc cho vao ¢t hap phu mién dich (4,4 x 6,6 cm) chita MAb
cia EPO R2 gén trén Affi—gel 10 da cin bang véi dém phosphate sinh ly (PBS).
Cét duge rua nhiéu lin vdi PBS, 10 mM NaPi pH 7,4, chia 0,5 M va 0,15 M
NaCl theo thit tu. EPO dudc giai hap phu bing 0,2 M acetate pH 2,5, chita 0,15
M NaCl. Sau khi trung hoa dich giai hap phu, protein dugc c¢6 dic bing siéu loc
vdi thiét bi sdi réng (Mini-Module NM-3, Asahikasei, Tokyo) va dugc két tua véi
con 90%. Tua duge hoa tan vdi mét lugng nhé PBS va cho vao cft Saphadex
G-100 (2,2x94 em) da cin biang véi PBS. EPO trong phin nay dudc cé va két tha
véi con 90%. Taa dude hoda tan trong 10 mM natri phosphat (NaPi) pH 6,8, chita
10 pM CaCl, va duge cho vao c¢dt hydroxyapatit (100x7,8 mm: Bio—gel HPHT,
Bio-rad) dudc can bang véi ciing dung dich dém. EPO hip phu dude giai hap
phu bing cach ting néng d6 NaPi. rEPO-B xuit hién trong dich chay ra cla cét
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dugc cin bing véi 10 mM NaPi, trong khi rEPO—y dudc tach ra 8 50 mM NaPi.
Hiéu suit tdng quat ddi vdi t& bao BHK khoang 52% so véi tong hoat tinh ban
dAu. San phdm tinh ché& chtta 137.000 U/A,,,,., (xem Bdng 11.1). Cot MAb R2 ¢
thé duge ding lai 30 14n ma khéng giam hiéu suat.

Hién nay, Ch& pham Tham chiéu Quéc t& phién ban 2 cua EPO ngusi 14y tir
Phong thi nghiém Quéc t& vé Tiéu chuian Sinh hoc cita WHO, tai Vién Nghién
citu Y hoc Quée gia, London.

Bang 11.1. Tinh ch& EPO tai t3 hgp tir t& bao BHK

Quy trinh Protein Hoat tir;lh Hggt tinh chuyén Hiéu suat ML’!f’: ti:\h
(A250nm) (U x16Y)  biét (U/A,0pnm) (%) ché (lan)

Dich nudi cay 473.000 1.990 42 100 1

c6 dac

Cét hap phy mién 141 1.680 119.000 84 2.830

dich

Sephadex G-100 97 1.310 135.000 66 3.210

Hydroxyapatit 75 1.030 137.000 52 3.260

Ngudi ta ghi nhan ring khang thé don ddng khang EPO (MAb) gin véi
khang nguyén sau khi dude xt 1y véi SDS. Didu nay chi ra ring khang thé gin
véi epitope dude dé 16 ra do sy thay d6i cau tric caa EPO bdi SDS. Khang thé
nay hoat déng hiéu qua trong viéc tinh ché& EPO ti phin dich ndi clia mai
trudng nudi ciy t& bio va td EPO nudc tiéu ngudi, tuy nhién viée xi 1y ché
pham chita EPO vdi SDS mat kha nhiéu thai gian. Nguoi ta di tao duge nhiing
MAb ¢6 kha nang gén véi EPO tu nhién va va nhd dé ¢é thé : (1) xay dung mot
quy trinh tinh ch& EPO nhanh hon bing MAb ¢6 dinh, (2) phat trién phan dng
ELISA kiéu kep cha dé& dang thuc hién, nhanh va nhay hdn phusng phap dinh
lugng phéng xa mién dich (RIA), bang cach stt dung MAb gan véi EPO 8 nhitng
hapten khac nhau.

1.3. Interferon
Gigi thiéu

Vio nam 1957, A. Isaacs va J. Lindenmann di ghi nhan khi cac t& bio déng
vat c6 via duge U vdi virus cim bi bat hoat bdi nhiét da san xuit ra mat chat lam
cho cic t& bio mdi trd nén khang vdi sy nhidm virus séng. Chat nay dude goi la
interferon, 1a mét hé protein riéng bidt, nhidu chit trong s chuing cé quan hé
cAu trdc, va 13 san phim cua mdt ho da gen hoic céc gen riéng 1é. Cac interferon
(IFN) 1a cac chat khang virus dic biét vi ching tac dong truc tiép trén té bio



dich dé lam cho té bao trd nén khang véi su nhiém virus tai mét hay nhiéu giai
doan phat trién ctia virus, nhung khéng cé déc tinh true tiép d6i véi virus. Téc
d6ng sinh hoc cua IFN khéng chi gidi han trén virus ma c¢on ¢é thé chdng ting
sinh va diéu hoéa mién dich trén cdc mé hinh in vitro va thd. Nhiéu loai t&€ bao
déng vat c6 thé san xuidt IFN dé dap ting véi cdc cAm ung bén ngoai khac nhau
nhu khang nguyén, mét s& ARN sdi dbi va cac chat kich thich nguyén phan.

Viéc tinh ché& IFN ti ngudn tu nhién dé xac dinh c&u trdc va tinh chit sinh
hoc rat khé khin vi chiing mic du ¢é hoat tinh sinh hoc rat cao nhung hoat déng
vél ndéng dé cuc thip. Weissmann va cdng sy da tao dong thanh céng vio
Escherichia coli modt loai IFN, IFN-2, tlif lympho bio ngudi, cho phép san xuit
dén hang gam IFN dé nghién citu.

IFN-2 b (Intron A) dudc bién d6i di truyén da dudec chap nhan dé sit dung
thuong mai d hon 30 quéc gia dé diéu tri cac ung thu, virus nhu bénh bach cau
t& bao léng, ung thu mo lién két Kaposi lién quan dén hdi chiing suy giAm mién
dich (AIDS), ung thu t& bao bifu mé than, u hic t& Ac tinh, u da tuy, u nhu
thanh quan, v mun céc sinh due.

Phan loai va nguén géc

Hé théng phan loal cac IFN dau tién dya trén hién tugng bat hoat déi véi
hoat tinh khang virus ctia mdt s6 IFN & pH 2. Cac IFN én dinh ¢ pH 2 duge gan
vao loai I, trong khi cac IFN bi hu hdng dude x&p vao loai I1. Do dé, hé théng nay
¢6 su di bidt vé& ngudn géc cac IFN. IFN loai I duge sdn xuit bdi lympho bio va
nguyén bao sdi khac nhau vé tinh khang nguyén va dic tinh héa hoc. Do dé
ngudi ta diat lai tén theo ngudn gée, vi du IFN ctia lympho bao va IFN cua
nguyén bio sgi. Cach phan loai nay ciing chua di dé phan biét vi IFN cia
nguyén bao sdi dude xac dinh bing khang thé dic hiéu ciing tim thdy tit lympho
bao; va ngudc lai. Do d6, cong déng nghién citu quéc t& di di dén thoa thuan
phin loai IFN theo alpha va beta, tuy theo dic tinh khang nguyén cua ching.
Mot loai IFN thi ba duge phan biét theo khang nguyén, dudec gor 1a la IFN
gamma (hay mién dich); loai IFN nay dude san xuat chd yéu boi lympho bao T
khi bi kich thich bdi khing nguyén dac hiéu hay cac chit kich thich nguyén
phan va cling dude x&p.vao loai I (vi khéng bén véi acid).

Ngoai virus, mot 6 tic nhan ty nhién va téng hgp khac cling cam ng dude
su san xuat IFN 8 nhiéu t& bao khac nhau. Bang tém tit cac loai t& bao san xuit
IFN va tac nhin cam \ing tudng ing. Cac tac nhan cam ving interferon bao gém
vi khuan, protozoa, mycoplasma, rickettsia, va cac san pham cia vi khuan (nhu
chiét xuit thanh té& bao, lipopolysaccharid, va néi déc t6). Tac déng cia cac acid
nucleic va cac da ion tu nhién hay téng hop nhu ARN sdi d6i, polynucleotid téng
hop, va polycarboxylate tong hdp trén sy san xuit IFN ciing dude nghién ctiu rat
nhiéu. Cac hgp chat phin tit lugng thap nhu anthraquinone, propanediamine,
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acridine, pyrimidine va fluorenone ciing c6 thé cam ung IFN trong huyé&t thanh
mot s6 thi. Cac yéu ciu dac thu vé cau triic cla ciac hdp chit phan tit lugng thap
dé giy cam ung dude IFN chua duge xac dinh. Cac chat de ché chuyén héa (vi du
actinomycin D), chat kich thich nguyén phin, khang nguyén, va té& bao khdi u

cung dude xac dinh 13 tac nhéan cam tng IFN.

Bang 11.2. Cac IFN theo loai, ngudn gdc va tac nhan cam dung

Loai Ngudn géc Tac nhan cAm img

Alpha Dai thuc bao Virus

(lympho bao,  T&pao B Cac té bao ngoai lai va san pham cda ching
loai 1)

Beta (nguyén
bao sailoai )

lympho bao khéng B,
khéng T

T€& bao bidu mé
Nguyén bao soi

Lympho bao khéng B,
khéng T

Nguyén bao lympho

Tac nhan cdm (ng phan t¥ lugng thap (vi du
tilorone)

Virus
Polynucleotid

Cac t& bao ngoai lai va san phdm cua chung

Cac chat (¢ ché& chuyén héa, chat kich thich

nguyén phan té bao B

Gamma (mién Tébao T chal kich thich nguyén phan t&€ bao T
dich, loai Hl) Lympho bao khéng B, Khang nquyén ngoai lai va cac chat uc ché
khong T chuyén héa

Hoat tinh sinh hoc

IFN dugc phat hién diu tién bdi hoat tinh khang virus, gitip bao vé té& bao
chéng lai sy nhiém virus. Tuy nhién, cac IFN tu nhién vi tai t6 hgp con ¢é nhiéu
tac dung sinh hoc khac, nhu tac dung tc ché ting trudng t& bio, diédu hoa mién
dich nhd lam ting hoat déng cna cac té& bao mién dich (vi du té bao NK — natural
killer). Mot dic diém quan trong cua IFN 1i tinh dic hidu loai; tit ca céc loai
IFN cua ngudi hoat déng hidu qua trén té& bao ngudi nhung rat kém trén té& bao
thi. Gan day cac hoat tinh sinh hoc ciia IFN dude xac dinh chu yéu dya vao cac
IFN tai td hgp tinh khiét. Cac hoat tinh nay dude chia 1a ba loai nhu sau:

Hoat tinh khdng virus ’

Nhiéu virus chita ARN hoic ADN bi ¢ ché bdi IFN. Vi du virus ADN nhu
herpes virus loai 1 va 2, cytomegalovirus. Vi du virus ARN ahu rhinovirus va
virus hgp bao phdi. Ngoai ra, IFN cé tac déng hiép lue véi nhiéu tie nhan khang
virus. Tuy nhién, mic dé khang virus khdong chi phu thude vio loai virus ma cén
vao dic tinh ciia t& bao dich, loai IFN, va ty 1& virus nhiém vdi sé t& bao.
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Interferon gitip té bao dé khang véi su nhidm virus bing cach tac déng dén
cac giai doan khac nhau trong chu ky nhan ban cia virus. N6 ¢b thé e ché cac
giai doan sém (vi du gén, nhap bao qua trung gian thu thé, mat bao, va phién
mi), su dich ma cac ARN thdng tin, va su trudng thanh cia virus, bao gém ca
viée dam chdi ctia virion trén miang té bao. Cac bang ching khac cho thay IFN
lam gidm kha nang nhiém cda cac virion thé hé sau.

Hoat tinh khdang té bao

Interferon cé thé (e ché sy tang trudng cua nhiéu loai té& bao binh thudng va
t& bao ung thu in vitro. Tac dung khang ting truong caa IFN chu yéu cé tinh
kim him (vi du ngin can su phan bao) hon 1a tiéu diét (vi du truc tiép giét chét
t& bao). Tinh nhay cam véi tac dung tc ché chia IFN thay ddi, ngay ca dai véi cace
t& bao ¢6 cing kiéu mé hoc; diéu nay c6 thé do sy khac nhau vé s6 thu thé IFN
hay 4i luc cia IFN trén thu thé.

Su ph6i hgp cac IFN va tic nhan héa tri lidu c6 tinh hiép lyc hay cong luc
trong viéc khang khéi u. Su hiép luc 1a két qua cua mét chudi cac yéu té tudng
tac phic tap, baoc gom ban chit ung thu, cd ché tic déng cia tic nhin diét té
bao, va ché& d6 liéu dung IFN va tac nhan héa tri liéu. Tac déng hiép luc phu
thudce nhiéu vao ché d6 st dung. vi du dung IFN trudc hoie sau tic nhin héa tri
lidu, hoic dung déng thaoi. Nhiéu tac nhan héa tri liéu khéng cé tac ddng hiép luc
voL IFN.

Moét khia canh quan trong trong tic déng khang t& bao cia IFN 13 né cé kha
niang diéu hoa trang thai biét héa clia té bao, ¢6 thé la e ché hay kich thich.
Interferon ciing tudng tac hiép luc véi cac tac nhan dc ché biét héa khae. Su cam
Ung biét héa t& bao ung thu c¢é vai trd nhat dinh trong tdc dong khang ung thu
cua IFN vi muc 46 biét héa té bao ty 1é nghich véi tdc do phan bao.

Tdc dong diéu hoa mién dich

Nhiéu chic nang mién dich ¢6 thé bj anh hudng bdi IFN. Céc dip dng mién
dich c6 thé qua trung gian t& bao hay khang thé. Interferon c6 thé hoat héa hay
itc ché ca chitc nang mién dich t& bao va dich thé: thudng néng d6 cao thi itc ché
va thap thi hoat héa. Hoat tinh cac t& bao NK ciing nhu hoat tinh diét va dc ché
khdi u ctia dai thuc bao cé thé duge ting 1én dang ké bdi cd IFN—-a va IFN—y. Cac
té& bao mién dich khac duge hoat héa bdi IFN bao géom lympho bao T, t& bao cé
hoat tinh tiéu diét phu thudc khang thé, va t& bao mast. Cac interferon ciia ca
ba loai caAm Ung, su biéu hién clia khang nguyén loai I ctia phitc hop hoa hgp mé
chinh (MHC), va IFN—y cam ting su biéu hién cia khang nguyén MHC loai I1.
Dac tinh nay quan trong vi khang nguyén MHC loai I dong vai tro trong sy ly
giai cua cac t& bao bi nhiém virus va té& bao ung thu bdi lympho bao T. Khang
nguyén MHC loai I can thiét cho dai thuyc bao hoat déng nhu t&€ bao trinh dién
khang nguyén. Tuy nhién, ca hai nhém khang nguyén MHC déu quan trong dé
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dat dugc dap dng tdl da. Tat ca cac loar IFN duong nhu ¢é tac déng tic ché san
xud't khang thé, mac dd trong mét s6 diéu kién nhit dinh vé lidu vi thai gian cb
su gia tang san xuit khang thé.

Tinh ché&

IFN cua lympho bao tu nhién

Nguyén liéu ban dau dé tinh ché& IFN ngudi bao gdm lympho bao &y tir mau,
nguyén bao sgi mdi sinh, va nguyén bao lympho va cic dong bach cau khac
nhau. Trudc khi céng nghé gen dude ap dung dé san xuit, ngudn cung cip chinh
IFN 1a cac té& bao ngudi dudc nudi cidy vdi chit cam dng thich hgp (vi du virus
hay polynucleotid sdgi d51). Van dé cua viéc tinh ché& IFN tir nguén nay 1 mic db
biéu hién thap do hoat tinh sinh hoc cao & néng dé thap cha cac IFN. Thé tich
ban ddu 1dn vi viée tinh ché& qua nhiéu giai doan nhung chi thu duge rat it san
pham. Vi du, ndm 1978, ngudi ta da tinh ché& dude 1,3 g of IFN—a véi d6 tinh
khiét dudi 1 % ti 90 000 bich mau (tudng dudng 45 000 lit mau).

Phuong phap diu tién tinh ché mdt phan IFN tit lympho bao ngusi duge
phat trién bdi Cantell nim 1973 chi du tao ra ludng IFN ding cho thit nghiém
lAm sang. Theo quy trinh nay, mau tuor duge ly tAm, va phan doan lympho bao
duge 14y ra. Cac lympho bao dude don lai va x 1y véi ammonium chloride 0,83 %
dé ly giai cac vét hdng cAu con sét lai, rdi duge phan tan vio mbi trudng nubi cdy
(vi du méi trudng nén téi thiéu Eagle), va duge mdi véi IFN tha. Sy san xuit cac
interferon (chl yéu bdi cac bach ciu don nhan) duge cdm dng bang cich thém
virus Sendai. Sau khi t qua dém, t& bao va cin duge loai bing ly tim; dich nai
chia IFN thé dude dung lam nguyén lidu tinh ché.

IFN thé diu tién dudge tia véi potassium thiocyanate d pH 3,4 va duge chiét
véi ethanol 96%. Viéc chiét tach vdi con acid bat hoat virus Sendai va gidp tinh
ch& mot phan IFN vi khdng phai tit ca protein bi tia déu tan trd lai dude. pH sau
d6 duge chinh din 1én dé két thia cic protein tap, rdi duge loai bd bing ly tam. IFN
duge tha & pH 8, dude ¢b dic, va tham phan trong dém phosphate sinh 1y.

Hoat tinh khang virus dic hiéu cha san phdm IFN khoang 10¢1U/mg
protein, tuong duong véi dé tinh khiét 1%. Hidu sudt tdng tinh theo mdt don vi
méau (0,5 lit) khoang 5 — 7x10° don vi hoat tinh khang virus. San pham cudi cung
chita nhiéu loal IFN—a khac nhau, bao gc‘]in o—1, a2, va a—4. Cic lymphokine
khac (vi du cac hormon phéng thich bdi lympho bao nhu interleukin—-1 va 2)
cing hién dién trong ch& pham.

Ché phadm IFN dudge tinh ché mdt phan nhu trén ¢ thé tinh ché hon nita dé
dat duge hoat tinh dac hiéu 10°IU/mg protein bang sic ky trén cot khang thé
ddn dong cd dinh. IFN dudc giai hap phu khdi c6t bang dém pH thap. Tuy nhién,
thanh phan tudng d8i ctia cac loai phu cia IFN—a trong ché phim sé khac véi
IFN thé trude khi sice ky vi i luc cia cot sdc ky vai cac IFN khac nhaa.
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IFN-a tdi té hop

Viéc tinh ch& IFN tif vi sinh vat duge bién déi di truyén c6 nhiing van dé dac
tha khac véi khi tinh ché tit ngudn tu nhién. Quy trinh tinh ché& phai thoa min
cAc yéu cau sau:

1.Quy trinh phai chiét dugc IFN tir t& bao mot cach hiéu qua ma khéng 1am
bién tinh protein. Khéng sit dung cac chit bién tinh dé pha v3 t& bao véi néng dd
cao nhu urea hay guanidine vi chiing cling bién tinh protein va viéc héi tinh né
rat khé khan, tham chi khéng thé dude. Didu nay dac biét ding véi cac IFN—o
ctia ngudi vi né ¢6 hai cau disulfide dé giit ciu tric tit nhién. Hon nita, ngay ca
khi san phim cudi cing ¢d hoat tinh sinh hoc va ¢6 vé ding ¢du tric thi vin ¢6
mot lugng nhé protein gap khéng ding va ching c6 thé ¢ tinh khang nguyén
rit cao ma khong thé phat hién duge bing cic phudng phap phan tich théng
thuong. ~

2.Quy trinh tach va tinh ché& phai khong cho phép san pham bi lan véi cac
chi nhiét t& cia vi khuan (cac lipopolysaccharid cia vi khuidn Gram 4m). Viéc
loai chi nhiét t& khoi IFN da tinh ché khéng don gian vi phuong phap loai bd né
mdt cach hiéu qua (vi du h&p phu trén than hoat hay pha hity bing bic xa ion
héa) thi lam anh hudng dén hoat tinh sinh hoc hay ciu tric cua IFN.

3.IFN tinh khiét phai khéng lan acidnucleic va protein clia vi sinh vat chu
néu mudn dude su dung trong ldm sang.

4. San pham phai chia IFN ddng nhat va khong chita cac manh két tap hay
phian hity bdi protease. Cac thanh phan ¢6 lién quan d&n IFN nay cé thé giy rat
cic phan ting mién dich khi dudc tiém vao co thé.

5.Di nhién dé cé thé thudng mai héa quy trinh phai c¢é hidu suit cao (vi du
20 %) vé hoat tinh sinh hoc (vi du s don vi khang virus).

Qua trinh tinh ch& IFN—« tai té hop tit E. coli, gdbm cic phén ti lai IFN-8-4,
a—2/a-1 dude bién dbi di truyén chita trinh tu amino acid 4 — 62 cia IFN—a—2 va
54 — 166 cna IFN—a—1 dugc tém tit trong Bang 11.3. Vector dugc s dung dé
bién d6i di truyén c6 ngudn goc tit vector PBR-322 va dude dat dusi su kiém soat
cha lac promoter. Qua trinh tinh ch& IFN dudc theo déi bang cac thay déi vé
hoat tinh khang virus (IU) trén mdi milligram protein.

Dich chiét dude thu bing cach acid héa E. eoli vé pH 2, réi diéu chinh vé
pH trung tinh dé phéng thich IFN. Cach lam ray tan dung tinh bén acid cia
IFN loai I (a va B) va tranh cAc tac nhan bién tinh néng d6 cao. Bude tinh ché
dAu tién loai acid nucleic va cic protein tap cla E. coli bang cach acid héa vé
pH 4,5, sau d6 ly tam va thu dude dung dich IFN c¢é hoat tinh cao hon 20 lan.
Tinh én dinh cta IFN—o 8 pH thap va trong dung méi hitu cd cho phép két tiia
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ti€p véi trichloroacetic acid va chiét vdi ethanol. Buée nay ¢6 dac IFN ma gin
nhu khéng bi mat hoat tinh. Hiéu suit 118 % cho thiy sy thu hoi hoan toan vé
hoat tinh khang virus. Budc tiép theo st dung sic ky ai luc trén Matrex Gel
Blue A Sepharose. Nhwta nay dudge dung vi ca IFN cua ngudi va chubt déu gin
trén blue dextran. IFN dude giai hap phu bing dung dich sodium chloride
(2 M). Bude cudi eiing ¢6 thé thue hién theo hai cach: (1) lap lai qua trinh tia
chon loc bing cach thiAm phan trong méi trudng lue ion thap va hoa tan lai
trong sodium chloride 2 M hoac (2) tia chon loc va tiép sau béi sic ky trao déi
ion trén diethylaminoethyl (DEAE) Sepharose. Hoat tinh dic hiéu cna san
phim cubi cung dat 7x107IU/mg, tuc tinh ché& gap 140 lan tinh theo hoat tinh
khang virus.

Bang 11.3. Qua trinh tinh ché IFN-5—4 a—2/a—~1 ngudi tai td hap

, Hoat tinh khang virus
Thé tich } ' Ty i@ tinh
(lit) 101U/ Téng, Hiéu

Budc tinh ché&

ché (1an)
mg 10°IU  suat, %
Dich chiét tir E. coli 765,0 0,05 629 100 (1,0)
Acia hoa (pH 4,5) 765,0 1,12 466 67 2,4
Chiét bang trichloroacetic acid—ethanol 21,0 2,1 740 118 42
Matrex Gel Blue A Sepharose 15,3 7.7 177 28 154
C6 dac bang siéu loc va theo sau bdi 1,0 8,2 192 31 164
Tua chon loc 0069 7.0 30 5 140
Séac ky trén DEAE Sepharose 0,031 7,0 18 3 140

Mét cach khéac dé tinh ché IFN-a sit dung sic ky hap phu mién dich véi
khang thé don dong ¢4 dinh. Qua trinh tinh ch& IFN—a—5 bing ky thuat nay
duoe tém tat trong Bang 11.4. IFN--a—5 duge chiét tit E. coli bing cach acid héa
va trung hoa vé pH trung tinh. IFN trong dich chiét duge hap phu trén silica gel
va giai ra bang cach ha pH xudng 2,0, budc nay lam tang hoat tinh dic hiéu 1én
10 1an. Sic ky silica gel cing loai bd phan 18n acid nucleic trong phin doan
khong gin. Sdc ky Matrex Gel Blue A tinh ché thém 3,3 lan. Tiép theo, IFN duge
hap phu trén nhua trao déi anion (vi du DEAE Sepharose) va giai ra véi thang
pH ti 8,0 dén 6,0, lam tang hoat tinh dac hiéu 1én 10 lan nita. Dich giai hap phu
DEAE Sepharose dudc tinh ché& thém trén cot khang thé don dong cd dinh, YOK
Sepharose. Viéc giai hap phu duge tién hanh véi sodium citrate 0,1 M, pH 2,0.
Hoat tinh d4c hidu cudi cung dat dugde 1,9%x10° 1U/mg.
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Bang 11.4. Qua trinh tinh ch& IFN—a—5 ngudi tai té hap

. Hoat tinh khang virus Ty Ié
. o Thé tich . A "
Budc tinh ché (lit) 10’ IU/m Téng, Hidu suat, tmh;che
g 10°1U % (1an)
Dich chiét tir E. coli 200,0 0,019 a2 (100) (1.0)
Silica (S+ 200) 1.8 0,18 32 76 9,5
Matrex Gel Blue A 0,8 0.6 25 60 316
DEAE Sepharose CL-6 B 0.2 58 10 24 305
YOK Sepharose 0,04 19,0 8 19 1000

Loai chi nhiét té

Ché& pham IFN cin ¢6 luong chi nhiét td thap d€ st dung duge trong lam
sang. Mac du quy trinh tinh ch& IFN ty nhién hay tai t3 hop md ta & trén néi
chung cho ra san pham ¢6 ham lugng chi nhiét t3 rat thap (5 — 10 ng ndi ddc to
trén moi milligram protein), van cé6 mdt s& trudng hop san phiam thu dude cé
Jugng chi nhiét t& cao. C6 thé lam giam lugng néi doc té trong cic ché pham nay
bang cach dién di ding dién tudn hoan (recycling isolelectric focusing — RIEF).
Dién di ddng dién dua trén nguyén 1y cac chit ¢6 dién tich di chuyén trong dién
trudng va thang pH tinh sé ngung lai tai diém c6 pH bang pH ding dién cua né
(tai d6 téng dién tich cta phan tl bang khéng). Trong ky thuat RIEF, dung dich
protein dude tuan hoan lién tuc gita bé trao d6i nhiét véi bé dién di. Khi ap
dung ky thuiat RIEF trén dung dich IFN—a—2 c6 ham lugng chi nhiét t8 cao, da
s6 nodi doe t8 va IFN—a—2 di chuyén dén cac vi tri pH khac nhau, pH 5,07 d6i véi
ndi déc té, va pH 6,4 dé1 vér IFN.

Trong khi tién hanh RIEF dé loai chi nhiét t6, IFN—-a—2 cing dudc tinh ché&
thém 40 lan, két qua la ham ludng chi nhiét t6 gidm xuéng con 12,5 ng/mg
protein, so véi 500 ng/mg trude khi xu ly. Hoat tinh khing virus dic hiéu khong
bi mat trong qua trinh nay vi lugng IFN thu héi duge dat >90 %. Céac chat dién
giai st dung trong qua trinh dién di dudc loai ra bing cach k&t tinh protein, sic
ky loc gel, hay tua v4i ammonium sulfate.

1.4. Insulin tai tdé hop
Gidi thidu
Insulin 14 mét hormon protein ¢é6 kich thudc 5,8 kDa, duge tiét boi dao

Langerhans cua tuy. N6 cé vai trd quan trong trong viéc diéu hoa miic glucose
trong mau. V& mat cdu tric né 12 mdt protein phiic v8i hai chudi polypeptid,
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chudi A gom 21 acid amin va chudl B gém 30 acid amin, néi véi nhau bing hai
cau disulfit. Hang nim nhu cau insulin 1én dén 5 tan.

Trudc kia insulin dude san xudt bing cach chiét xuat tir tuy tang ctia lon hay
bd, sau dé dude tinh sach qua nhiéu bude sic ky. Tuy nhién, ching khéng phai
la insulin ngudi do 46 c6 thé giy ra cac phan Ung midn dich lam bat hoat
insulin. Ngoai ra, céng suit san xuit gidl han lam cho gia thanh tang va viéc
kiém sodt bénh tidu dudng gap nhidu khé khan do khéng da thude.

Insulin ngudi tai té hop lan dau tién dude sdn xuit nam 1982. Viée san xuit
bing con dudng tai to hgp tranh dudc cac vin dé gap phai véi insulin chiét xuAat.
Ngoai ra insulin ngudi tai td hop con tranh duge vin dé nhiém bin do 1dn cac
hormon khac hay nhiém virus tit d6ng vat.

Insulin duge sinh téng hop dudi dang tién chit 13 mét polypeptid goi la
preproinsulin (xem hinh 11.3A), trong qua trinh bai xuit né duge xi 1y thanh
proinsulin va cudi cing la insulin. Qua trinh nay bao gom viéc cit bé doan néi tao
ra hai chudi A va B, sau dé hai chudi nay duge ndi véi nhau bing ciu disulfit.
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Hinh 11.3. San xu#t insulin tai t3 hgp

Insulin hoat tinh

A. CAu triic va qua trinh trudng thanh cia insulin trong t& bao ngudi.

B. M6t trong cac phuong an dé tdng hdp insulin tai t8 hop trong té bao £. coli va bién ddi n6 dé cé
insulin hoat tinh. P = Promoter; T = Terminator, Met = methionin; CNBr = cyanogen bromid
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San xuat

Hién nay ¢6 nhidu hudng tiép can khac nhau dé san xuit insulin ngudi tai td
hgp, mét trong nhiing cach d6 nhu sau. Dau tién hai manh ADN mai héa cho
chudi A va B dude tao dong sao cho manh ADN nay dude ndi vao dudi cia gen
P—galactosidase (xem hinh 11.3.B). Khi biéu hién cac dong E. coli ndy sé san
xuat ra hai protein tai té hgp c¢é phan dau la p—galactosidase va dudi sé 1a chuédi
A hoac B cia insulin. Cac protein nay dude tinh ch& va xu 1¢ véi cyanogen
bromid dé phéng thich cic chudi cha insulin. Do lic ndi gen f—galactosidase véi
ciéc ADN ctia insulin nguoi ta da chén mét codon methionin vio gifia hal gen nén
protein tai t§ hop thu duge cé chita mét methionin nidm & vi tri ndi cla
f—galactosidase va chudi insulin, diy cling 12 methionin duy nhat trong toan
chudi protein lai, do d6 khi xii 1y véi cyanogen bromid, chit nay sé tdn cong vao
acid amin nay va cit chudi peptid tai dé6. Cac chudi A va B dudc phéng thich ra
sé duge tinh ché va trén véi nhau réi xtr 1y dé tao cau disulfit thanh insulin hoat
tinh (insulin ngudi crb). Ngoii ra cing ¢6 cac phudng phiap khae trong dé hai
chudi insulin duge ndi vao hai d3u cua p—galactosidase dé tao mdt protein lai
duy nhat, nhd d6 don gian héa qua trinh san xuit.

Mét cach san xuat khac dude phat trién bdi Eli Lilly, trong d6 ching E. coli
dudc tai td hop vdi doan gen ma héa cho proinsulin, San phim thu dudc khi 1én
men Ja proinsulin sé dude tinh ché& va cit bé doan C in vitro dé thu dudce
insulin hoat tinh (insulin ngudi prb). CAch lam nay tiét kiém duge mot bude 1én
men, giam nhe chi phi 16n men vi x1 1y h4u lén men, do d6 chiém uwu thé trong
san xuit.

Qua trinh tinh ché insulin hoat tinh sau d6 bao gdm nhiéu bude sic ky nhu
trac ddi ion, loc gel, tuong tic ky nudc va cudi ciing “danh béng” bing sic ky
1ong cao ap pha dao (RP-HPLC). Céng doan cudi nay stt dung cé6t RP-HPLC C8
hay C18 3 quy md trén 80 lit, véi cong suit lé&n dén 1200 g insulin mdi me.
Budc “danh béng” khéng chi ting dé tinh khiét ctia san pham, loai cac tap cé
nguon goc E. coli ma con tach dude cac phan tit insulin bi bién tinh ra khoi
insulin tu nhién.

1.5. Somatostatin tai té6 hop

Somatostatin con goi 1a “hormon chéng ting trudng”, né diéu hoa hoat dong
cla hormon ting trudng va dudc sit dung dé diéu tri bénh to cyc (phat trién
xuong khéng kiém soat dudc). Day 14 mét protein rat nho, doan gen ma héa né
dude tong hop héa hoc mét cach dé& dang va tao dong vio vector thich hdp trong
E. coli. Tuy nhién, E. coli khi biéu hién gen nay sé& c¢é xu hudng phan hiy né nén
ngudi ta tranh bing cich ndi né véi B-galactosidase. Va cting nhu insulin ngudi
ta cing chén mét methionin gita hai peptid dé sau d6 c¢6 thé xit ly dé cit bo
B—galactosidase (xem hinh 11.4).
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Hinh 11.4. San xuit somatostatin tai td hgp
P: promoter ; T: Terminator; B—gal: p—galactosidase

Somatotropin tai té hgp

Somatotropin, con goi 12 “hormon tang trudng nguoi” (hGH), gbm 191 acid
amin, hGH dudc sinh téng hdp trong tuyén yén va cé chic nang diéu hoa su tang
trudng. Viéc tiém déu din hormon nay cho cac tré em bi bénh co6i do thiéu né cé
thé khoi phuc sy tidng trudng cua cic em gin nhu mic binh thuong. Trong
truong hdp nay hormon chiét tir déng vat khéng cé tac dong do d6 ngudn duy
nhit hiéu qua la tir ngudi. Do tuyén yén tit ngudi chét rdt khan hiém nén viéc su
dung hGH tai té hop 1a m6t yéu ciu bic thiét. Hon niia nguy cd nhiém virus ti
tu thi d cac tré em dung hGH tit nguén nay ciing gép phan lam viéc st dung ching
trd nén khé khan.

Vi gen ma hoéa cho somatotropin kha dai nén khong thé tong hop héa hoc dude,
ngudi ta phai sinh téng hgp ADN,, tit b§ gen ngudi va tao dong né vao vi khuén dé
sinh tong hop hormon. Cé hai cach tiép can dude trinh bay trong hinh 11.5.

Cach thi nhat, doan ADN ma héa cho trinh tu bai xudt ctia hormon dudc cét
b6 bing enzym cit gidi han cung véi 24 codon diu tién clia protein trudng
thanh. Mot doan ADN tdng hdp gbm methionin va 24 codon diu tién dude néi véi
phan ADN con lai dé sau dé dude tao dong va biéu hién trong E. coli (xem hinh
11.5). Khi biéu hién hGH tai t6 hgp sé tich tu trong t& bao chit va dude chiét
tach sau khi pha vd t&€ bao. hGH nay khéc véi protein binh thudng do cé6 mang
mot methionin ¢ dau N.
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Mét cach tiép can khac la thay thé doan peptid dé bai xudt cta t& bao déng
vat c6 vii bing doan tudng tu cta vi khudn, do d6 protein tai té hgp sé duge xuat
ra ving chu chét ctia t& bao chu va viéc tinh ché& dé dang hon so véi cach tiép can
g trén. Tai viang chu chdt ciia té bao, protein tai t8 hdp sé bi xit 1y bdi cac
protease d diy va loai bo doan peptid bai xudt va phéng thich hGH trudng thanh
khong c6 chita methionin ¢ ddu N. hGH dugc san xuit véi cac t&€ bao chu la
E. coli, Bacillus subtilis hay P. aeruginosa.

1.7. Vaccin viém gan B tai to hgp

Khang nguyén
bé mat HBsAg
Phan lap gen HBsAg
-________'_""‘-—-—-
R i
Gen HBsAg

Promoter cam itrng

cla ndm men Terminator Gen HBsAg
Diém ori ndim men—"7
Leu?2
Diém ori vi khuén

Tet®

Bién nap

vao ndm men
. Lén men trong diéu
@ kién thiéu leucin oo
®g00
®0og @
L

Chiét tach khang
nguyén HBsAg

Vaccin
Hinh 11.6. San xuét vaccin viém gan B tai t3 hgp

Trude ddy ngudi ta san xuit vaccin bing hai con duong. Mot 1a san xuét
vaccin bat hoat tit tic nhan gdy bénh bi chét do héa chat. Hai 1a vaccin giam doc,
trong dé tac nhan giy bénh con séng nhung khéng con kha ning nhan 1én trong
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ngudi dude chung ngita. Tuy nhién, cac cich tiép can niy khong tao duge vacein
an toan tuyét doi do cé nhiéu nguy cd vé di {ing, min cdm hay bi nhiém bénh do
tac nhin diing lam vaccin hoat dong trd lai. D& tranh vdn dé nay ngusi ta dung
cong nghé di truyén dé 1am ra vaccin tai td hop hay vacein subunit, chi chita phén
¢4 chitc ning tao dap itng mién dich nhung khéng cé nguy c¢d gay nhiém.

Vaccin chéng virus viém gan B ] vaccin subunit dau tién duge st dung.
Virus nay c¢6 khiang nguyén bé mit 12 HBsAg déng vai trd quan trong trong dap
ing mién dich va bao vé cta né c6 thé chéng lai virus. Gen méa héa cho khang
nguyén nay dude phan lap va tao dong trong ndm men dé san xuat ra khang nguyén
(xem hinh 11.6).

Gen mi héa cho khang nguyén bé& mat virus viém gan B (HBsAg) dudc phan
lap va tao dong trong mdt vector con thoi c6 kha ning biéu hién trong t& bao
nim men. Sy hién dién cua gen Leu2 trong plasmid cho phép nuéi cidy chon loc
nim men mang plasmid tai t6 hop trong méi trudng khéng chia leucin.

2. LIEU PHAP GEN
2.1. Gi61 thiéu

Liéu phap gen bao ham viée dua gen vao t& bao dé hiéu chinh sai sét vé gen.
Diéu nay ¢6 thé lam cham tién trién clia bénh va nhd d6 cai thién chat lugng
séng cua ngudi bénh. Viée gidi mi thanh céng bd gen ngudi da anh hudng manh
mé dén tiém ning phat trién cua liéu phap gen.

Cung vdi sy tién bd vé sinh hoc t& bio va phan td, nhiéu bénh da tim duge
nguyén nhan la do su thay d8i trong gen. Khi ¢é su thay déi trong gen,
protein do né ma héa cé thé bi thay déi theo va cé thé din dén trusng hop
protein khéng thuc hién dudc chic ning binh thudng, hay néi cach khac 14
mot tinh trang bénh. Liéu phap gen nhim muc dich hiéu chinh lai sy khiém
khuyét vé di truyén da gay ra tinh trang bénh. Liéu phap gen bao gém viéc
khéa cac gen da dudc hoat héa khéng ding hay stta chita hoac thay thé& gen
hu héng bang gen binh thudng. Cac bénh ma lidu phap gen nhim dén thuong
chi lién quan dén mét gen. Mét khia canh khac cha lidu phap gen 13 phong
bénh théng qua viéc dua cic gen cin thiét cho ¢ ché phong vé vao cd thé, vi
du vaccin ADN. _

Budc dau tién trong liéu phap la xac dinh gen gay bénh. Sau d6 cac vat liéu
di truyén thich hdp sé duge thiét k& va dua vao t& bao dich dé hiéu chinh sai sét
do gen. Cé hai chién ludc chinh dude dung: (1) lidu phap in vivo, trong dé vat liéu
di truyén dugc dua thing vao cd thé; (i) lidu phap ex vivo, trong dé t& bao dich
sé& dugc phén lap va nudi cay, vat liéu di truyén sé duge dua vao t& bdo nay va
sau d6 t& bao dude dua vao cd thé.
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2.2. Vector dung trong liéu phap gen

Céc vector ¢6 thé dude chia lam hai loai: tdng hdp va virus. Vector téng hop
dua gen truc ti&p vao té& bao dich, ching gdm ADN plasmid, ADN trin va ADN
dude k&t hdp véi cd ché phéng thich. Vector virus stt dung kha nang nhiém cda
virus dé€ dua gen vao té& bao dich va hién dang dude dung réng rai trong cac thu
nghidm tién lAm sang va lam sang vi ¢6 tinh 8n dinh cao.

Vector virus

Vector virus rit thuan lgi cho viée dua gen vao té bao, tuy nhién, nhiéu quan
ngai vé cac hidu dng phu do su nhiém cta virus c¢é thé din dén su tén thudng t&
bio hodc ung thu. Ngoai ra, ching ciing bi gidi han bai kich thudc gen ngoai lai
ma chiing c6 mang, khé khian trong nudi cAy va chuin héa viée nuéi ciy dé thu
virus va gii thanh cao han so véi vector plasmid.

Vé cd ban ngudi ta loai bé cac gen clia virus cé lién quan dén viée gay bénh
va gid lai cAc y&u t& can thiét cho viéc nhan ban va gdy nhiém. Pé dung lam
vector cac virus can dudc:

— Xac dinh irinh tu can cho viéc nhan ban virus

— CAu tric hat virus

- Cach thuc dong géi bd gen virus

— Su phéng thich cia gen ngoai lai vao té bao chu.

Bang 11.5. Mét s vector virus phé bién

Vector Uu diém Nhugc diém
Adenovirus Nhiém cac t(?' bao khcimg phan chia Gay n’:ién dich rr?anh
Cé nang suat nudi cdy cao Su biéu hién ngan
AVV Nhiém cac té bao khéng phan chia Kha nang tich hgp han ché
Nhiém dudc nhiéu loai t€ bao Su biéu hién ngan
HSV Nhiém duac nhiéu loai t& bao Nang sudt nuoi cdy thap
BPoc té bao
Su biéu hién ngin
Lentivirus Cé nang suét nudi cdy cao C6 thé gay hiéu ing khéng
Nhi&m vinh vi&n cac t& bao khong phan Mong mudn
chia
Retrovirus Tich hgp ADN virus vao nhiém sic thé ky Chi nhiém dauac t€ bao dang
chi phén chia

AWV, adeno—assaociated virus; HSV, herpes simplex virus
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Adenovirus rat phé bién trong tu nhién, ching nhiém dude chim va cac déng
vat c6 vi, ké ca ngudi. V& sinh hoc chiing 1a cac virus khéng ¢é bao véi bd gen la
ADN thing sgi d6i. Khi nhidm b gen khéng tich hgp véi nhiém sic thé ky chu
ma tén tai dudi dang episom. B gen dai 35 kb, trong d6 30 kb ¢6 thé dude thay
thé bang gen dich.

Adeno—associated virus (AVV) la cac virus thuéc nhém parvo khéng giy
bénh cia ngudi. Chung thuong duge sit dung véi virus ho trg, thuong l1i adenovirus,
AVV ¢6 thé nhiém t& bao dang phan chia hoac khong, khi khong c6 mat virus hd
trg chiing 6 thé tich hgp vao vai tro dac hiéu trén bd gen ky chu. Bd gen AVV la
mdt phan td ADN sdi ddn, chi mang dudc khéng qua 4,7 kb gen ngoai lai.

Virus Herpes simplex type 1 (HSV-1) 13 mét virus hudng ndron cia ngudi,
chiing dude dung dé chuyén gen vao hé thin kinh. Bs gen cia HSV la ADN sdi
déi dang thiang dai 152 kb, trong dé 40 — 50 kb ¢6 thé dudc thay bing gen dich.

Retrovirus ¢6 bd gen 1a ARN, sau khi nhiém, dugc chuyén thanh ADN sdi déi
va tich hgp véi b gen té bao chu. Retrovirus duge st dung réng rai nhit hién
nay do tao ra thé chuyén nhiém bén. Nhuge diém ctia né 1a sy tich hdp xay ra
ngau nhién va c6 thé din dén su thay d6i ¢é hai trén bo gen té& bao cht va chi
nhiém dude t& bao dang phan chia.

Lentivirus 12 mét 18p phu cia retrovirus ¢é kha nang nhéan 1én trong té& bao
khong phan chia, do d6 tao thanh thé chuyén nhi&m vinh vién.

Cac vector tong hop: plasmid ADN

Uu diém ctia plasmid la mang dude doan gen dich 16n, khéng cé nguy cd gay
dét bién t& bao chi va dé dang san xuit véi s6 lugng 18n ti vi khudn. Cac plasmid
dung trong licu phap gen ngoai cic yéu cau chung d4i véi plasmid, né cin mang
trinh tu cia promoter, thudng la ctia virus, dé cé thé phién ma gen dich trong t&
bao chu eukaryot.

Vector plasmid thuong dudc bién nap vao vi khuan dé luu gid va thao tac roi
mdi dua vao té bao.

Cac hé théng chuyén gen

Cac vector khong phai virus khong tu nhidm dude ma cin cé su trd gidp cia
o ch& chuyén gen doc lap. Cac co ché nay ¢6 thé ké nhu tiém bip, udng, xit mai
hay xuyén da. Cac cd ché nay thudng ¢é hidu suat chuyén gen va biéu hién thip,
do d6 cAn mét lugng 16n ADN mdi cho hidu qua mong muén. Cac co ché hiéu qua
hon bao gom dan dic hiéu, liposom, lipoplex va polyplex.

Dan sinh hoc

Hay “sung bin gen” dé chuyén gen vao titng t& bao don 1é bang cach si dung

ADN duge hap phu trén hat vang (dudng kinh 0,6 — 2 um). Pé chuyén nhiém

251



cac hat nay dude dat trong mét dung cu goi 1a sting bin gen va duge phéng ra
nhd helium 4p suaas cao xuyén qua da vio té bao. Hiéu suit chuyén cao hen
hang trim Jan so véi tiém bAp vi gen dude chuyén thing vao t& bao nén khéng
bi phin huy.

Liposom

Liposom cau tao 1A mdt mang kép phospholipid bao quanh mét hat nuéc, né
c6 thé chita nhiéu loai chit, ké ca ADN plasmid. Liposom ciing ¢6 thé dude gén
khang thé, protein hoac dudng 1én bé mit vi nhd dé dinh hudng dén vai tré dac
hiéu. Khi t1&p xiuc véi t€ bao cac mang phospholipid sé dung hgp va phéng thich
ndi dung cna liposom vio té& bao.

Lipoplex va polyplex
L2 cac phuc hgp ADN véi mdt phan tit lipid hay polyme tich aién dudng.

Sau khi két hgp ADN, cic hat nay tich dién duong va duge thuc bio. Lol thé cua
hé théng nay la:

— Bao vé plasmid, gidm lugng ADN cén;

~ Khi tuong tac véi t&€ bao bing cd ché thuc biao, cac hat nay c6é thé kich
thich dap dng mién dich tét hon va do d6 thich hdp cho ADN vaccin

~ Cb6 thé sd dung qua nhiéu dudng nhu miéng, mii va phéi
- D& dung
— On dinh khi bio quan dudi dang déng kha.
2.3. Cac nguyén ly cua liéu phap gen
Liéu phap gen dua trén ba nguyén ly ¢o ban:

- Thay th& hoic hiéu chinh mét gen nham tao ra san pham cin thiét cho té& bao
hoic co quan hoat déng.

— Pua mét gen la vao t& bao dich dé san xuit mét chat khéng cé tu nhién.
— B4t hoiac mét gen chiu triach nhiém cho cac réi loan cia té bio.
Thay th& hoic hiéu chinh gen d4t bién
Day 1a kiéu liéu phap gen dude st dung réng rai nhat va cé thé ap dung cho

nhiéu loai bénh. Théng thudng, vector virus hay dudc dung nhat do su biéu hién
lau dai ctia gen chuyén.

Pwa gen la vao

Ky thuat nay thudng dung trong ADN vaccin hay liéu phap chéng bénh nhiém.
Gen mi héa cho protein khiang nguyén cla tac nhan giy bénh dude xac dinh va
tao dong vio vector biéu hién réi chuyén nhiém vao t& bao. Trong trudng hdp
nay, cic vector plasmid thudng duge st dung nhat do an toan.
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BAt hoat gen

Su bidu hién bat thudng ctia mét gen ¢6 thé lam t& bao bi mat cidn bing. Khi
d% néu gen cé bidu hién bit thuong khéng quan trong déi véi su séng va chie
nang cua t& bao, né cé thé duge bat hoat dé dua t& bao vé trang thai lanh manh.
Sy bat hoat ¢6 thé duoe thuc hién 8 mdc d6 ADN, mARN hay protein. Vi du viéc
dua vio cac ARN sgi doi dé kich hoat qua trinh can thiép ARN (RNA interference
— RNAI), dan dén sy thoal héa cia mARN. Tuy nhién, § hau hét t& bao déng vat
c6 v, di€u nay c6 thé giy dap tng ddc tinh t& bao cao, do d6 cin thiét k& cac ARN
can thiép (interference RNA — iRNA) nhan tao c6 tinh dic hiéu cao dé1 véi gen
dich. Mac du rat hidu qua, viéc 1am tit biéu hién gen bing iRNA nhén tao chi tam
thai, do d6 gidi han kha niang ting dung cta né. D& khic phue, ngudi ta tao ra cac
vector plasmid hay virus dé san xuat iRNA ngay trong té& bao.

2.4. Cac nghién ctu lam sang

T nam 1989 dén 2006, hon 500 nghién citu 1Am sang vé liéu phap gen da
dude thuc hién. Trong d6 70% la dé chita ung thu va hau hét (97%) duge thuc hién &
Pha I va II trén bénh nhan. Khoang 3% dudc thuc hién & ca ba pha. Dén nay, chi
méi c6 mét san pham duge cadp phép thuong mai héa 12 Gendicine vao nim 2003
va dang dudge danh gia 3 Pha IV. _

Trong cic nghién citu 1Am sang, vector dude st dung cht yéu 1a virus (68%),
trong dé retrovirus va adenovirus dude ding nhiéu nhat. Vector tdng hdp duge
si dung trong 25% s6 nghién citu, va 16% dung ADN tran.

Thait bai trong cac nghién citu lAm sang liéu phap gen gom: hiéu qua tri lidu
ngan; giy dap ting mién dich chéng lai vector; giy dt bién din d&n ung thy, réi
loan da gen nhu tim mach, Alzheimer, viém khép va dai thao dudng.

Gendicine

Gendicine 1a san pham liéu phéap gen dau tién dude cAp phép do mdt céng ty
Trung Quéc, Shenzhen Sibiono GeneTech, san xuit dya trén vector adenovirus.
Gendicine dung d& diéu tri carcinom dau va ¢8. San phim la mét adenovirus tai
t8 hdp, chita gen tc ché& ung thu p53. Gen nay bi dot bién & 50 — 70% khéi u cla
ngudi, din dén phat sinh ung thu, ngoai ra, cac protein cé ngudn gbe tl gen dot
bi&n ciing lién quan d&n sy diéu héa qua miic cla mot gen da khang thuéde, do 46
khong dap \ing véi héa tri. Viéc dua gen p53 chua dét bién viao va sau d6 dugc
bidu hién thanh protein p53 d4a kiém soat va loai bd dude khéi u. Tac dung hiép
ddng c6 thé dat duge khi dung két hop liéu phap gen véi xa tri va héa tri.

Gendicine dugc san xuit nhd t& bao SBN, mét dong t& bao c¢6 ngudn gdc tir t&
bao than phéi ngusi, dong 239 (HEK—293). Do diy 1a té& bao phu thude bé mat
nén hé théng CellCube, ndi nudi ciy st dung cac dia, da dude ding dé sin xuAt.
Tuy nhién, hiéu suit t& bio ciing chi dat 4,9 x 10° hat virus/em?® Sau d6, qua
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trinh phat trién da st dung hé théng nuéi cay kiéu cdt nhdi véi cac dia Fibra—
Cel™ cho néng suat cao hon 15 1dn. Bén canh dé k§ thuit nudi cdy chim theo 16
v6i méi trudng khdng chia huyét thanh cang duge phat trién. Sau khi nudi cdy,
virus dudc tinh ché& trén hé théng tu déng vdi hiéu suit thu hdi hat virus khoang

65%. San pham da phdi ché& duge phan phdi vao lo thiy tinh va bio quan déng
lanh cho dén khi dung.

TU LUGNG GIA

1. Phan loal vA ngubn gée clia cac interferon.
2. Trinh bay phucng phap loai chi nhiét td trong san xuit interferon.
3. So sanh cac phuong 4n tao dong san xuat insulin ngudi t&i td hdp.
4. Vai trd cua codon methionin trong tao dong san xuit insulin tai to hgp
A. Lam tang hoat tinh insulin
B. Lam cho insulin tai t6 hgp gidng insulin ngudi
C. Lam cAu néi hai chudi Ava B
D. Giup phan @ing oxy héa tao cau disulfit

E. Giup cat loai p—galactosidase

N

Khi tao dong dé san xuit somatotropin tai t3 hop ngudi ta

A. Téng hdp héa hoc 24 codon dAu tién cia somatotropin hoat tinh
B. Cat b doan xuit trén gen nguyén thay

C. Gan thém doan xuit vi khuan

D. Si dung E. coli 1am t& bao chu

E. Tatca
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Bai 12
CAC PHUONG PHAP CHAN DOAN PHAN TU

Vao nhitng nam 70 cua thé ky XX, da ¢6 sy nd r6 cua nhiéu ky thuat méi
trong chian doan bénh nhiém. Trudc dé viéc phat hién, chin doan cac bénh
nhiém cht yéu dua vao cac phuong phap cé dién da c6 trén 100 nam. Trai qua
mot thdi gian ngan, ké ti nhiing thuc nghiém diu tién khoang vao niam 1972
ctua Berg P. (Nobel vé Héa hoc nam 1980), cac iing dung ctia chan doan phan ti
(molecular diagnosié) c6 nhiing tién bd to 1dn, trd nén phong phu va day haa
hen. Cac ky thuat hién dai cung duge phat trién da dang, hoic dé ap dung trong
mot phong thi nghiém nghién ctu vé cdu tric va cac biéu hién cua gen (hay la
ti gen), hoac ap dung trong céng nghiép dé san xuit ti té& bao (chidng han tu
E. coli) cac protein cé ich, can thiét cho con ngudi hodc la thi nghiém sinh hoc
lam sang dé thuc hién viéc chian doan bénh.

Nhin chung cac phuong phap phat hién hiéu qua phai dic hiéu, nhay va don
gian. Tinh dac hiéu nghia 13 thu nghiém chi dudng tinh khi ¢6 sinh vat hoac
phan ti dich. Pd nhay nghia 12 xét nghiém phai phat hién dudc lugng rat nho
phén ti hay sinh vat dich tham chi ca khi ¢6 nhiing sinh vat hay chat gay nhiéu
khac. Tinh don gian doi héi xét nghiém dudc tién hanh hiéu qua, ning suit,
khong dit va trén nguyén ly don gian.

Udc tinh doanh thu cta cac chdn doan phan ti trén toan thé gidi vao
khoang 7,7 ty USD trong nam 1999, va du kién sé tang 5-10% trong 5-10 nam
tiép theo. Thi truong ctia cac chidn doan dua trén ADN vao khoang 500 triéu

USD trong nam 1999 va sé ting khoang 30%/nim va t6i nam 2004 la xdp xi
hai ty USD.
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1. NHUNG PHUONG PHAP CHAN DOAN PHAN TU CO BAN
1.1. Phuong phap mién dich

Trong qua kht, viéce tim kiém cac tdc nhin bénh nhiém dua trén nudi cdy, phan
uing huyét thanh hoc va tinh chat sinh—héa. Phan tng huyét thanh hoc théng dung
la c6 dinh b3 thé, ngung tap, nhung cic phan dUng trén cé nhuge diém 13 khéng
nhay va khéng chuyén biét. Phan tng mién dich bu dip duge cac nhuge diém trén,
phét trién chi yéu 1a ky thuat mién dich huynh quang (immunofluorescence assay—
IFA) va mién dich phéng xa (radioactive immunoassay—RIA), tiép dén 134 su phat
trién ky thuat mién dich men (enzym immunoassay-EIA). K¥ thuat mién dich
phéng xa c6 d6 nhay va chuyén biét cao nhung dit tién va do st dung nhitng déng
vi phéng xa nén phai c¢6 nhitng trang thiét bi st dung va bao vé chuyén biét. Hién
nay k¢ thuat mién dich huynh quang con dugc sit dung rong rai trong nhiéu linh
vue, nhung ky thuat mién dich men da thay thé& manh mé ky thuit mién dich
phéng xa. Phan \ing mi&n dich dé chan doan tic nhin bénh nhi&m hién nay phat
trién dua trén khang nguyén chuyén biét hoic khang thé chuyén biét.

Thit nghiém truc ti€p dua trén khang nguyén (hoic khang thé) thiét k& dé
phat hién truc ti€p sy hién dién khang thé (hoiac khang nguyén) chuyén biét
tudng ting trong bénh phim 1am sang. Khang nguyén dude gén trén pha rin phan
ting truc tiép véi khang huyét thanh lién hop véi enzym. Nhude diém 1a khang thé
¢6 thé gin khéng dac hiéu vdi cac tap chat ¢é trong méiu lam cho tin hiéu nén cao
hodc dudng tinh gia. Thi nghiém gian ti&€p thudng thiét k& thém mot khang thé
thit cdp (secondary antibody) di gin chat danh diu sé gin dudc véi phitc hgp
khang nguyén-khang thé ban diu (hién nay goi 1a khang thé so cAp dé phan biét)
két hdp vdi cae bude ria dé loai cace lién k&t khéng dac hiéu gay nhiéu.

Thu nghiém dua trén khang nguyén thiét k& dé phat hién su hién dién
khang thé chiu trach nhiém tuong ing nhém immunoglobulin, thuéng 1a nhim
dén cac immunoglobulin G (IgG) hodc M (IgM). Théng thuong khi bi bénh nhiém,
khang thé IgM xuit hién sém hon khang thé IgG, dat téi da trong vong
7-10 ngay nhung chi t6n tai it tuin sau d6, trong khi IgG xuat hién tré hon,
théng thudng dat t51 da sau 4 — 6 tudn sau khi nhidm bénh nhung tn tai lau dai
hon nhiéu trong co thé.

Ky thudat mién dich men va phéng xa: cic ky thuit nay rit gidng nhau vé
nguyén tiac. V4i k§ thuat mién dich men va phéng xa: khang thé hay khang
nguyén trude d6 dude gin chit danh diu la enzym hay chit phéng xa, sau dé
dudc hap phu cd dinh bdi nhiing lién két dong héa tri trén bé mat pha rin la
nhitng vi giéng hay bi nhua polystyren, mang nitrocelluose (solid—phase EIA
hay solid—phase RIA). Khi cho tiép xtic v8i huyét thanh bénh nhan sé cé su két
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hop khang nguyén-khang thé tuong ting. Trong ky thuat mién dich men thudng
su dung chit danh dau la 2,2'-azino—bis(3—ethylbenzthiazoline—6—sulphonic
acid) (ABTS) hay 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB). Khi bi tac dung cua
enzym peoxydae (thuong dung horseradish peroxidase) sé cho phan {ing mau
(xanh la ciy v6i ABTS, xanh da troi véi TMB). K§ thuat mién dich phéng xa
thudng st dung chit danh ddu déng vi phéng xa 1a '**Tode hay '*'Iode.

A. Gan khang nguyén dich 1én pha rin

Khéng nguyén dich

/

B. Tiép xuc khang thé so cip, ria

A A

Khéng
thé so cap

—< >/

C. Thém khang thé thir cip di gin enzym, rira

Khang thé tha cdp Khing thé thir cp
da gan enzym / dad gan enzym

< >

D. Thém co chét, thyuc hién phan (ing mau

T Co chat

® / khong mau

O 5
San pham

‘O/ mau

Hinh 12.1. Quy trinh phan tmg ELISA gian tiép

17650 O] SBUEROC BUGK
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Ky thuat mién dich huynh quang: ciing c6 thé sit dung thi nghiém truc tiép
hay gian tiép. Khang nguyén thudng duge st dung dé phat hién khang thé trong
thit nghiém truc tip. Cac chat phat huynh quang thudng st dung la isothiocyanat.
Phitc hdp khang nguyén—khang thé sé dudge quan siat dudi kinh hién vi huynh
quang.

Ky thuat hap phu mién dich lién két enzym (Enzym-Linked Immunosorbent
Assay —ELISA) thue chat 1a k§ thuat mién dich men pha rin (solid—phase EIA).
Quy trinh ELISA gian ti&p chin doan gdm cac budc sau:

1. Gin khang nguyén dich bidt trudc dang cAn xét nghiém su cé mit cua
phéan t hay sinh vat dic higu vao pha rdn nhu dia vi chuan d6 bing nhua gém
96 vi giéng.

2. Cho ti€p xtc vdi huyét thanh bénh nhan. Néu cé khang thé dic hiéu sé cé
gin k&t khang thé (con goi 1a khang thé so cAp) truc tiép vao khang nguyén dich
trén vi gidng. Riia phién dé loai bd khang thé sd cip khong dude gén.

3. B6 sung khang thé thit cap (hay con goi khang khang thé) lién két dic
hidu véi khang thé so cAp chd khong phai phan ti dich. Khang thé thi cip da
dudc gAn mdt enzym nhu phosphatase kiém, peroxidase hay urease dé xc tac
phan tng chuyén co chit khéng mau thanh sdn phim c¢6 mau. Rua hén hop dé
loai bd cac lién két khong dic hiéu.

4. Cho ¢o chat khéng mau. Thuc hién phan Ung tao san pham mau trong diéu
kién thich hgp

5. Quan sat hoic do mat dé quang cia san pham mau.

Ky thudt mién dich véi khing thé don dong: dong vat ¢é vii ¢6 mdt hé té bao
phic tap lién quan dén bao vé cd thé khoi doc chat va su xAm nhap cta cac tac
nhan liy nhiém. LA mét phan ctia dap ing bao vé, t&€ bao lympho cé thé dude
cam tng dé sinh protein dic hiéu (khang thé) lién k&t véi cac chit la (khang
nguyén) va vdi su trg giup cua cac protein hé mién dich khac bao gdm hé théng
bd thé — trung hoa cac tac déng sinh hoc. Vi mdi khang nguyén thusng cé vai
epitop khac nhau nén trong dap tng mién dich sé& cé vai loai t& bao trong hé
mién dich ma mdi loai sinh ra mét khang thé khac nhau chéng lai méot hay
nhiéu epitop khang nguyén. Tap hgp cac khang thé nhu vay ma tit cd déu phan
Ung véi cing mdt khang nguyén, ciu thanh mét khang thé da dong. i véi cac
xét nghiém chén doan cu thé, viéc dung khang thé da dong c6 hai han ché: (1) s8
ludng khang thé khac nhau trong ché pham da dong ¢6 thé khac nhau gita cac
16 san xuit va (2) khang thé da dong khéng thé dung dé phan biét hai dich
tudng tu nhau, tde 12 khi khang nguyén caa vi sinh vat gdy bénh va khéng gay
bénh ¢6 mdt sé epitope gidng nhau. Tuy nhién, vin dé nay cé thé khic phuc duge
vi hién nay da ¢6 khang thé don dong cho timg quyét dinh khing nguyén.

Cac khang thé don dong (monoclonal antibody—MoAb hay MAb) chi nhan biét
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mét epitope trén mét khang nguyén tuong ing. Van dé 1a phai tim ra cach dé tao
mot dong t&€ bao cb thé nudi cdy duge va sinh duge khang thé don dong c6 i luc
cao véi khang nguyén dich dic hidu. Dong t&€ bao nhu vay 1a ngudn cung cip én
dinh, lién tuc cac phan ti khang thé giong hét nhau. That khong may, t& bao
lympho B tao cac khang thé cé ddi séng ngén ngui, khéng thé tai sinh trong khi
nuéi cdy. Ngudi ta biét ring t& bao lympho binh thudng d6i khi trd thanh té bao
ung thu (vi du u tay xudng) c6 kha ning sinh trudng trong méi truong nubdi cay
ma van ¢6 nhiéu thudc tinh ctia té bao B. Do vy, t&€ bao u tiy xudng, dic biét la
nhiing t& bao khéng sinh khang thé, trd thanh ung vién dé dung hop véi t& bao B
sinh khang thé. Nam 1970, Cesar Milstein va Georges Kuhler véi ky thuat
hybridoma (t& bao lai giita m6t lympho B ¢6 kha nang san xudt khang thé véi mot
t& bao ung thu ¢6 doi sdng kha dai). Dang lai nay s& c6 thanh phén di truyén cla
té bao B dé sinh khang thé va chiic nang phén chia t& bao ctia dang té bao ung
thu dé c6 thé phat trién trong méi truong nudi cAy. Nhude diém 1a tdn nhiéu céng
sttc, ton kém dé tao duge mot khang thé don dong dac hidu. Khang thé don dong
duge sit dung réng rai trong sinh hoc va y hoc, chiing vira la phudng tién chén
doan khi dude gian vdi nhiing chit danh dau thich hgp vita 1a cong cu diéu tri ung
thu 6 nguoi nhung phai stt dung ADN tai t8 hgp véi vat liéu di truyén ngudi.

A Khang the

Hinh 12.2. Khang thé da dong va don déng

A. Khang th& don dong chi lién két vai mét epitope dac hiéu.
B. Cac khang thé da dong, méi khang thé lién két véi mét epitope khac nhau

1.2. Phuong phap dua trén ADN

Ky thuit lai phan tu

Day la ky thuat khong khuéch dai acid nucleic v6i ky thudt dung cac doan
do (probe) thudng 14 ADN dic hiéu dudi dang sgi don (ssDNA) da duge danh ddu
(enzym hay ddéng vi phéng xa), sau d6 cho lai phén ti dic hiéu dé phat hién cac
doan ADN dic hiéu cta vi khudn c6 trong bénh pham, rdi chuyén san pham lén
mang cellulose (ky thuat Southern-blot). P& c6 hidu qua, doan do phai c6 tinh
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dac hiéu cao, néi cach khac, doan déo ADN chi lai chon loc véi trinh tu acid
nucleic dich. Duong tinh gia (tic c6 dap tng khi khéng c6 chubdi dich) va 4m tinh
gia lam giam nghiém trong kha ning sit dung ctia quy trinh chian doan. Poan do
6 thé dac hiéu & cac mic phéan loai khac nhau ctia sinh vét, chiing ¢6 thé phan
biét gitia hai hay nhiéu loai, xac dinh cac chiing cu thé giia cing mét loai hoic
nhan ra sy khac nhau giita cac gen. Tuy vao yéu cAu cua cac quy trinh xét
nghiém, miu do cé6 thé 1a ADN hay ARN (sé phat hién ARN daic hiéu cua vi
khuéin, goi 1a ky thuat Northern—blot); dé dai cé thé 16n (>100 nucleotid hay
ngin (<50 nucleotid); dude tdng hdp hoa hoc toan bé mdt gen nhan dong hoic cac
vung tach riéng cia mét gen. Do nhay cua phuong phap nay tuy thude vao su c6
mit nhiéu hay it cia ADN dich trong bénh phim, néu ADN dich qua it, ADN
doan do khong thé phat hién dude.

Thit nghiém chan do4n lai phén tit acid nucleic c6 ba yé&u t& chinh: ADN
doan do, ADN dich va phan tng phat hién san phdm. Co sd vat 1y ctia hé théng
nay la su cidp d6i nghiém ngit ctia cac bazd nitd, 1a lién két hydro giilta chudi
nucleotid doan do va chudi nucleotid dich theo nguyén téc bé sung. Nguyén téc
ctia phudng phap thé hién trong hinh 12.3, sd db tdng quat qué trinh lai phan tu
acid nucleic 6 cac phong thi nghiém nhu sau:

1. Gan ADN sdi don (dich) 1én mang da.

2. Thém ADN sgi don, da danh d4u (doan do) dudi cac diéu kién thich hgp vé
nhiét d6, luc ion dé thiic ddy su cp dbi cta cac bazd giita doan do va ADN dich.

3. Rita gia dd dé loai bd ADN doan dé thita khéng gén.

4. Xac dinh san phdm lai phén ti tao thanh giita doan dé va ADN dich.

1 2 3 Vikhudn cdn phdt hién

Poan do (probe) ¢6 danh ddu

'l' l l Phét hién dugc

~ vi khudn s6 2

Hinh 12.3. Nguyén tic phat hién vi khuidn gay bénh
bing phuong phap lai phéan tr diing doan dé
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Cac doan dich ARN ciing dude st dung vi ¢6 nhiéu ban sao ARN hon ADN
trong mdt t& bao, givp ting d6 nhay phuong phap dé tim. Mac da mARN cé thé
dudc sit dung nhu nguén cung cidp doan dich, hiém khi né duge ditng mét minh
do s6 luong trong té bao thudng bién déng nhanh. Tuy nhién, khuyét diém nay
cia cac mARN c¢6 thé 12 mét vu diém khi phan biét cac t& bao khéng hoat déng
va dang hoat déng. ARN ribosom (rARN) thuong 1a dich tét nhat cho doan do
trong thd nghiém tdm soat. Cac gen 16S rRNA tiéu don vi nhd cua ribosom
(small sub-unit ribosomal ADN: ssu—rDNA) va 23S rRNA caa tiéu don vi 18n
ribosom (large sub—unit: lIsu—rDNA) rat hitu ich trong viéc phat hién cac nhéom
phin loai vi tinh chat bao tén cao. rARN c¢é tinh bdo tén cao han mARN, va cé
nhiéu ban sao hon ADN trong mbi t& bao. Thi du, E. coli ¢c6 khoang 10,000
ribosom trong mét té bio so véi mdt hoac bén ban sao ADN trong khi ting
trudng, do d6 do tim rARN nhay hon ADN 1,000 lin hodc hon. ADN plasmid
ciing 13 mét dich hiéu qua trong vai vi sinh vat. Tuy nhién, han ché& cia ADN
plasmid 12 chung c6 thé chuyén nhidm giita cac sinh vat vi thé cé thé hién dién
trong cac chiing khéng quan tAm hoic bi mat. Dich tét nhat, ARN hoic ADN, 1a
chudi nucleotid (vi du: cic yéu td virus, cac gen déc) dac hiéu va khong hién dién
trong t& bao cac chung khéng quan tam.

Nhu trong ky thuat mién dich, hau hét cac doan do dudc danh dan dé cé thé
duge phat hién sau khi lai héa. Phan danh d&u c6 thé duge gin hoac tich hop
trong phén tt do6. Cac déng vi phéng xa nhu P, 3°S, va *°I thuong dugc tich hdp
trong cau tric phan ti. Cac enzym nhu phosphatase kiém hoic horseradish
peroxidase thuong dugc lién két dong héa tri véi doan do. Sy lién két dong héa
tri cia phan danh diu bao gdm mdt chat trung gian (phan dém) lam cho enzym
cach xa doan do. Diéu nay cho phép phan ing lai héa dién ra ma khéng bi can
trd khéng gian va dam bao chic nang nguyén ven clia enzym gin két. Mot bién
thé trong danh ddu acid nucleic 13 gin biotin vao doan do va sau dé phat hién
biotin bing enzym duge gan két véi avidin. Biotin cé thé dude dua vao acid
nucleic théng qua mdt nucleotide bi biotinyl hda hoic qua mét hgp chiat quang
hoat dudc goi 12 photobiotin (hinh 12.4).

DAu tién cac nghién ciu sit dung su lai héa acid nucleic di ding déng vi
phéng xa dé danh dau cac doan do acid nucleic. Chu ky ban ra ngin ciua hau hét
cac déng vi phéng xa (14 ngay déi vdi *?P; 60 ngay d6i véi '*°]) va quy trinh thao
tac va tiéu huy dic biét 1am ching khéng phu hgp véi hau hét phong thi nghiém
]am sang vi cac nha san xuit kit thuong mai. Doan dé phéng xa nhay hon doan
d6 khéng phéng xa nhung cé nhiéu phan ting duong tinh gia hon. Do tinh d& su
dung, chi phi, va khéng can trang thiét bi sit dung, bao vé dac biét, hién nay
doan do danh dau khéng phéng xa duge s1t dung rong rai hon.
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ADN vi khuan
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Hinh 12.4. K§ thuat lai phan tir ADN vdi chat danh dau biotin

Ky thuat khuéch dai acid nucleic

Cac ky thuat trude khong khuéch dai duge s6 lugng acid nucleic dich. Nhu
vay phai nudi ciy dude vi sinh vat dé gia tang lugng acid nucleic dich ma déi khi
1a khong thé vi mét s tac nhan gay nhiém khéng thé nudi ciy duge, va mot s6
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khiac thudng doi hoi thdi gian nudl cdy dai hodc qué trinh nudi cdy hét sic phiic
tap va tédn kém. D& gidi quyét van dé, ¢6 hai hudng tiép can:

1. Khuéch dai sé lugng doan acid nucleic dich trong miu bang cac ky thuat
khuéch dai gen trudc khi tién hanh ky thuat lai héa phat hién.

2. Tién hanh phat hién véi ky thuat khuéch dai tin hiéu, 1am cho tin hiéu
manh 1én vidt ngudng phat hién, mic du sé lugng ADN dich thip hon ngudng
phat hién cua ky thuat lai héa thong thuong.

Cac thi nghiém cé thé dude Lién hanh bang cach ké&t hgp ca hai cach tiép
can. Trinh tu acid nucleic dich ¢6 thé duge khuéch dai, do @6 1am tang lugng acid
nucleic dich san cé cho viéc phat hién va doan do c6 thé dude thidt k& véi mot hé
thong khuéch dai tin hidu cho phép phat hién s6 cip lai héa rat thip.

Cac k§ thuat nay c6 chung nguyén tic: st dung mét hoac nhiéu enzym dé
tong hop (khuéeh dai) cho ra nhiéu ban sao cua acid nucleic dich nhd cac cip méi
(primers) acid nucleic di bét cap theo nguyén tic b6 sung véi acid nucleic dich 3
nhing vi tri chuyén biét. Bang ky thuat nay, hang triéu téi hang ty ban sao
chinh x4c etia trinh tu acid nucleic dich duge tao ra sau vai gio thao tac, do vay
dd nhay ctia ky thuat hon han so véi cac ky thuat khéng khuéch dai. Luu y, ky
thuat khuéch dai gen chi gitp 'am tang 6 ban sao cua acid nucleic dich vuot 1&n
trén ngudng phat hién chi khong truc tiép lam nhiém vu phat hién déi tugng.
San pham khuéch dai gen sau d6 cin duge 14y ra dé tién hanh thi nghiém phat
hién vi du chay dién di va nhuém san pham, hoac thuc hién lai héa véi doan do,
hosc ky thuat ELISA.,

Thiz nghiém PCR

Bang cac khuéch dai doan nucleotide dic trung clia vi sinh vAt gay bénh
trong mau bénh pham, thi nghiém PCR c¢6 thé phat hién vi sinh vat véi d6 nhay
cuc cao hon han cac thit nghiém trude day (vé mat 1y thuyét chi can c6 mét vi
sinh vat la ¢6 hién dién acid nucleic dich va duge PCR khuéch dai).

Véi thit nghiém PCR dinh danh, van dé 1a tim cho duge doan moi (primer
dic hidu). Hién nay cé nhiéu phan mém giip t31 vu hoa cho doan méi, diéu nay
thi tuong déi ddn giin so vdi tim ra khang nguyén, khang thé dac hiéu trong cac
phan Ung huyét thanh nhung mit khac can biét rd vé trinh tu doan ADN cua vi
sinh vat s& khuéch dai. Tiép theo can thu nghiém xem cic doan méi dude chon ¢é
nhay cam va dac hiéu hay khéng, néu chura duge phai tiép tuc véi cap mdi khac,
day ciing chinh 1a nhuge diém chia PCR. _

Do thi nghiém PCR qua nhay nén khi 4p dung trong chian doan, mot vin dé
quan trong can luu tam, &6 1a hién tuong dudng tinh gia, chi y&u bi nhiém bdi
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cac 1an thit nghiém trude d6. Vi thé cAn phai té chide thi nghiém that chat ché,
cac giai doan thi nghiém phai dude thue hién tai nhiing khu vuc riéng biét véi do
dung thi nghiém riéng (micropipete riéng...), néu dude thi dung cac vat liéu chi
ding mét 1an (dau tip, 6ng nhita cho phan Ung, éng chia bénh phim...)). Viéc
kiém soit chit Juong phan ung (Quality Control) phai dat ]Jén hang diu. Luén
luén phai st dung ching (+) (Positive control) va ching (-) (Negative control)
trong mdi phin ng. Ching (+) c¢hi chta Judng rat thap ADN hay ARN dich
nhung hoan hao (10-50 copies) dé chi ra tit ¢ thanh phin phan tng hoat déng
181, khéng cé chit Ge ch& phan dng, ngoai ra con nham cho biét mic nhay cam
cua phan tng. Ching (-) chi chida cac thanh phan thude tha cia phan dng PCR,
mot khi ching (<) trd nén (+), phan ting trd nén khang gia tri va can kiém tra tat
ca thude thi, vat dung thi nghiém...

Multiplex PCR: st dung U hai ciip mdi trd Jén dé khuéch dai nhiéu trinh tu
acid nucleic dich chon loc ciing ldc chi trong mét type phan dng. Can thiét k&
nhing cap md ky cang vé1 mot sé yéu cau: chiing phai ¢6 cung nhiét d6 lai,
khéng tao san pham bat ciap chéo, cac san phAm tao ra nén cé kich thude khac
biét ¢6 thé tiach roi dé dang trong qua trinh dién di phat hién. Uu diém cua
multiplex—=PCR 1a ta ¢6 thé gidm nhiéu chi phi héa chat thi nghiém ciing nhu
thoi gian thao tac, v8i nhiéu trinh tu dich duge phat hién cing lic sé phuc vu
cho nhiéu y dinh nghién cdu.

Real—time PCR: PCR thoi gian that, 1a ky thuat PCR véi mdi dude gan phan
tit phiat huynh quang va phan td dap tat huynh quang sao cho khi méi dude kéo
dai thanh san pham thi tin hiéu huynh quang dude giai phéng hoic phan tng
duge thuc hién véi mdi binh thudng nhung sau dé san pham khuéch dai duge
nhuém huynh quang bang thudc nhuém xen gitta ADN sdi d6i, phan tung duge
tién hanh trong mot may luan nhiét dac biét ¢6 trang bi dau do huynh quang,
sau mdi chu ky khuéch dai, dau do sé doc dé phat hién cudng dé huynh quang,
cudng dod nay ty 18 thuan véi sé san phiam khuéch dai (hinh 12.5). Vi sau méi chu
ky khuéch dai, s6 san pham sé tang gip dbi, nén véi s6 chu ky biét trude, can cd
vio dugng cong tugng quan chuan giga cudng dé6 huynh quang v s6 phéan tu
phit ngudi ta ¢d thé tinh ra s8 ban sao cia khuén mau khuéch dai ban dau c6
trong phan ung, va tir do tinh ra €8 vi sinh vat ¢é trong mau dya trén kién thuc
vé s6 ban sao cua khuén mau trong mot té bio.

Reual—time PCR dude tung dung nhiéu trong chan doan va xét nghiém do né
cho phép phat hién san pham khuéch dai ma khang ciAn md 6ng phan tmg, mat
khic néu k€t hop véi mau chuan da biél trude sé ban sao duge tao ra, ngusi ta ¢
thé dinh lugng dude s6 ban khudn maiu ban diu clia mau thu. Két hdp véi vu thé
vé d6 nhav cua ky thuat PCR, realtime PCR rat thich hgp dé phat hién va dinh
ludng nhanh cac vi sinh vat.
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Hinh 12.5. Real-time PCR trong chan doén viém gan virus C

A. Busng cong tuong quan chudn cudng dé huynh quang.
B. Budng cong chudn cho phép xac dinh sé lugng trinh ty dich ban déu.

Phéan ng khué&ch dai bang ligase

Phan ung khuéch dai bang ligase, con goi la phan tng chudi ligase (LCR la
tén thuong mai) hodc thit nghiém néi oligonucleotid, 1a mét ky thuat khac dé
khuéch dai va phat hién trinh ty dich. Khéng giéng nhu PCR (tao phéan ti ADN
mdi tir cac nucleotid riéng lé), phan (ng dung ligase st dung mdt enzym bén véi
nhiét dé néi hai chudi nucleotid ndm gan ké nhau. Giong véi PCR, LCR ciing ¢6
tinh chu ky va gém cac chu ky cd ban nhu bién tinh, 4, néi. Ciing nhu trong
PCR, cac cap oligonucleotid duge néi lai, cing véi chudi géc tré thanh khuén
méau cho chu ky tiép theo (xem hinh 12.6). Phan {ng nay c6 ti 20 dén 30 chu ky
tao ra 10° lan tang so vdi chudi dich. Hién thdi phudng phap cé giéi han phat
hién dén 10 doan dich acid nucleoic.

Trong phan ung dung ligase, toan bd trinh tu dich phai duge biét, vi mét bp
khéng khép tai diém gin két c6 thé can trd su két hop céac oligonucleotid. Mac da
diéu nay khéng tét trong nhiéu trudng hgp, nhung rit hitu ich trong viéc xac
dinh diém dét bién trong trinh tu dich. Barany da st dung ky thuat nay dé phan
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biét B—globulin binh thudng va BE—globulin hinh 1udi liém trong mAu mau caa
bénh nhan véi bénh thiéu mau té bao hinh ludi liém. Ciang giéng nhu PCR,
ligase bén vdi nhiét cAn dé quayivong phan tng khuéch dai. Tuy nhién, phan
ung dung ligase thich hgp hon PCR trong céng viéc chidn doan. Trong khi PCR
tao ra cac phan tit ADN hodc ARN méi, trong nhiéu trudng hop cac phan tit mdi
tao ra vin doi héi vai dang kiém tra hodc dinh tinh dé xac dinh d6 dic hiéu
chinh xac caa ADN. Phan tng dung ligase su dung cac trinh tu da biét cho muc
dich phat hién duy nhit; cac doan doé phai lai héa § cac vi tri gan ké dé dude noi
lai vé1i nhau va dude phat hién.

ADN dich
- Mﬂﬂmﬂ >
5’ ‘ 3’
3" Y, S
ADN dich bién tinh
5 me% 3’
NIIITIMMM™e  Gén moi - pfMIIITIH™
Boan ‘ ‘ Poan
dich o AT NGi (T4 ligase) MMM~ dich
quay quay
T Bién tinh T ¢
LLLLLLLLLEL LI bR WL

1 |
(LLLLLLL L, PVRTTTITIT Gin mdi T,
l l Quay
lai
(UL N&i (T4 ligase) MMMMLIHITL

,/\ Bién tinh /\

RLLALALLALALI EUEREUOEEE  LLLLLALLAALAR VRN SRR A ARLAALLLLIL AR LA

Quay

lai

Hinh 12.6. Nguyén |y phan tmg chudi ligase

M6t bién thé ciia phan ung dung ligase 1a viéc st dung ca polymerase va
ligase. Hai doan mdi oligonucleotid duge gin véi chudi dich nhung cé6 khoang
trong gida ching dé polymerase 1dp ddy; sau d6 ligase mdi néi khoang tréng
duge 1ap diy véi doan méi thit 2. Su bién ddi nay, goi 1a gap—~LCR (G-LCR la tén
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thuong mai). Phan tng khuéch dai dung ligase ciing duge dung dé xac dinh dét
bién lién quan dén bénh xd héa nang, trong viéc phat hién cac doan gen cua
chudi B trong thu thé t& bao T & ngudi, va xac dinh mét sd tac nhan lay nhiém
qua duong sinh duc nhu Chlamydia trachomatis, virus gAy bénh u nhi & ngudi
(Human papilloma virus).

Kj thuit phat hién san pham khué&ch dai gen

San pham khuéch dai gen c6 thé duge phat hién méot cach don gian la chay
dién di trén gel dé tach n6 ra khdi phan ing va sau dé6 nhudm gel dé phat hién
vach acid nucleic san pham. Théng thudng ngudi ta cin chay dién di song song
véi thang ADN chuén dé xac dinh kich thude san pham cé ding véi thiét ké cia
phuong phap hay khéng (xem hinh 12.7). Nhin chung cach phat hién nay don
gian, gia thanh thap, nhung né doéi hoi nhiéu thao tac thu céng, do d6 nang suit
phan tich thip, chua ké dén tinh dac hiéu vi chi don thuin duya trén viéc nhudém
san phdm ma khéng c6 su xdc nhan hién dién cla trinh ty dich théng qua lai
héa. Mét nhude diém 16n nita 1a héa chat nhuém acid nucleic (nhu Ethidium
Bromide) thudng gay ung thu do d6 nguy hiém cho ngudi thuc hién.

3kb S
—I1857
— A8
o =15
500
- — 383
300 -

Thang ADN chuin  San phim PCR

Hinh 12.7. Doc két qua biing dién di va nhudm san pham véi ethidium bromid

Lan ddu tién la thang ADN chuén biét trude kich thude cac bang; giéng 1, 5 1a
cac san phiam PCR khéng diing kich thudc; giéng hai 1a ching (+), kich thudc san
pham la 800 bp; giéng ba la chiing (-); giéng bon 14 san pham PCR trén mau thi,
kich thude 800 bp

Pé giam cac nhude diém cua ky thuat trén ngay nay trong chan doan phan
tit hién dai nguoi ta thudng phéi hgp nhiéu ky thuat nhu PCR-ELISA hoic lai
héa dé phat hién san phim. Tuy c¢6 thé tén kém nhiéu héa chat, thém nhiéu
bude trung gian va c6 gia thanh cao, nhung chiing c¢é thé dude thuc hién hang
loat, mot cach tu déng, d6 chinh xac, d6 nhay cao hon va nhit 12 an toan hon
(xem hinh 12.8).
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Hinh 12.8. So d ky thuat PCR-ELISA d& phat hién san pham khuéch dai

Mot sé ky thuéit xac dinh cac ddu an di truyén

Dau &n di truyén & day la nhiing ddu &n giup phén biét cac ca thé trong
cung loai, xem c¢6 lién hé véi nhau khéng. Cac ddu 4n nay khéng c6 y nghia gi
trong viéc biéu hién kiéu hinh théng qua téng hgp protein. Trudc day, dé phat
hién cac ddu 4n di truyén, nha nghién cttu phai ly trich dugc bo gen tit mét khéi
lugng kha nhiéu té& bao cua cac thé cAn khao sat (md, mau...), sau dé cat doan bd
gen nay bang cac enzym cat gidi han, dién di trén thach, lam Southern blot, réi
dung cac doan do dic hiéu duge danh ddu dé phat hién. Két qua 1a méi ca thé sé
c6 moét hinh anh dac trung bang cac vach duge danh diu bang cac doan do khi
lai ghép trén Southern blot (déi véi ADN, con véi ARN duge goi 1a Northern
blot). Nguoi ta goi ky thuat nay 1a ky thuat phén tich sy da hinh vé chiéu dai
cua cac manh ADN bi cit doan (Restriction Fragment Lengh Polymorphism-—
RFLP). Plasmid ciing da duge ding dé phan tich vi c6 chita nhiéu théng tin di
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truyén nhu @ khang khang sinh, ddc e, déc té... ning luc dé phan tich diu an
di truyén kém hon nhiém sic thé, tuy nhién van dude ap dung trong khao sat
dich t& hoc bénh nhiém vi khuan vi ddn gian, dé thuc hién.

Hién nay, cac phudng phap dinh d&u &n di truyén mic 36 phan td cé thé
dugc chia l1am ba nhém:

a) Phan tich dadu &#n nhiém sic thé sit dung ky thuat khuéch dai gen.

b) Cat gidi han nhiém séc thé vi khuan.

¢) Khuéch dai mét gen va phan tich trinh tu.

Trong thue t&, c¢6 nhiéu cai tién hay bién thé ctia cac chién luge cd ban trén.
Dé tang d6 nhay, c6 thé phéi hgp véi phan ung PCR, ta c¢6 thé dung cac doan méi
nam trude va sau cAc microsatellite, 1a cac cadu triic CACACA lap di lap lai ¢6 rai
rac khoang 100.000 14n trong bd gen ctia déng vat c6 va. Cac ca thé khac nhau
c6 sy khac nhau vé sb lugng cac cdu tric CA tao thanh cAc microsatellite ma
phan ting PCR sé khuéch dai. Cac phuong phap ddu 4n dua trén PCR c6 thé
khai thac nhiéu nhém méi ldp khac nhau nhu REP, cac trinh tit xen gida rARN,
cac trinh ty ADN da hinh khuéch dai ngau nhién (Random Amplification of
Polymorphic ADN-RAPD). Chién luge két hgp dua vao sy da hinh d6 dii cac
doan cit gidi han sau khuéch dai baing PCR c6 thé duge phan tich gidan don véi
gel agarose nhudm ethidium bromid hay c6 thé duge chuyén 1én mang va lai véi
céac doan do danh dau, phan tich s6 lugng cac vach trén gel, sé& thay cic cac vach
khac nhau tuy theo tiing ca thé phan tich (PCR-RFLP).

Cac k§ thuat d&u &n di truyén dua trén PCR hién dang st dung c6 thé ké
d&én PCR véi mai lap (Repetitive Extragenic Palindromic) — rep—PCR), PCR da
hinh khuéch dai ngiu nhién (Random Amplification of Polymorphic DNA —
RAPD), PCR cua viang xen giita 16S va 23S rDNA (‘ribotyping’), PCR da hinh
khuéch dai ngdu nhién (RAPD-PCR) va xac dinh trinh tuy acid nucleic. Cé6 nhiéu
vin dé cAn xem xét trudge khi Ap dung dinh trinh tu acid nucleic trong viéc dinh
type. Dau tién, viéc dinh trinh tu ADN thudng chi dude thyc hién trén mét doan
ADN ngén, viéc dinh trinh tu ctia nhiéu gen hay mét ving 16n ctia nhiém sic thé
1a khéng thuc tién. Nguge lai véi céc ky thuat nhu PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis — Dién di trugng xung), Rep—PCR, hay RAPD, trong d6 toan bd
nhifm sic thé dudc sit dung dé phan tich, dinh trinh ty ADN chi khao sat mét
phan rat nhd cac vi tri c6 tiém ning khac biét giita cic chiing nén kha ning ¢cé
su da hinh dé€ phan biét thap hon. Nguge lai, viée dinh trinh tu ADN lai dude coi
la “tiéu chuin vang” trong viéc dinh type virus nhu trén virus viém gan virus C
(HCV) va 1a phudng phéap phan tii duy nhit dé xac dinh chinh xac céc dét bién
lién quan dén khang thuéc & HIV.
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Viéc khuéch dai mot gen va phin tich trinh ty cé thé khac nhau do gen dude
chon khae nhau, hay do viéec sit dung thong tin trinh tu thu dude tryc tiép hay
gian tiép théng qua viée dich thanh protein.

Rep—PCR 1a phuong phap diu &n di truyén vi khuin duge thuc hién bing
cach khuéch dai ADN nhiém séc thé véi cac mdi bit cap véi cac trinh tu lap trong
bo gen vi khuan. Do su phan bd cla cac trinh tu nay trong bé gen khac nhau giita
cac ching khac nhau nén san pham khuéch dai ¢é su da hinh vé kich thudc. Hai
yéu t& lap duge st dung trong Rep—~PCR. 1) Cac yéu t& déi xiing ngoai gen lip
(Repetitive Extragenic Palindromic — REP), 14 cac trinh ty dai khoang 38 bp bao
gébm sau vi tri thoai hda va nit that 5 bp thay d6i 3 gitta méi phia clia mét nhanh
481 xing dude bao tén. Cac trinh tu REP duge thiy ¢ nhiéu vi khuin dudng rudt
va duge cho 1a b vai trd diéu hoda trong ciac ving khong dich ma cda operon vi
khudn. 2) Cac trinh tu chung liap lai giita cAc gen cia vi khuin dudng ruét
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus — ERIC) 1a loai yéu td lap thu
hai. Cac trinh tu ERIC gom cac yéu t& dai 126 bp chita mét doan lap nghich dao &
tam bao tén cao va cing hién dién trong cac ving khéng dich ma cia nhiém sic
thé. Céac trinh ty ERIC khong cé su tucng déng nao vé6i REP. Ching duge mé ta
dua trén cac trinh tu thu dude tir E. coli va Salmonella typhimunium.

Ngoai cac trinh tu REP va ERIC duge st dung nhiéu nhat, trinh ty BOX,
ciing duge dung dé phan biét cac Streptococcus pneumoniae. Yéu té BOX nim
trong cac viing xen gifia cic gen vi ciing c6 thé tao cdu triic niit thit do tinh chat
d41 xing cip. Chiing 13 cac y&u t6 lap kham cau tao gém cac phdi hgp khae nhau
cia ba don vi trinh tu boxA, boxB, va boxC. Ba don vi nay ¢é chiéu dai tuong
ung la 59, 45, va 50 nucleotid. Y&u t6 BOX khéng c¢6 quan hé trinh tut véi ca REP
lan ERIC. Yé&u t& BOX dugc tim thay & nhiéu vi khuan.

Cac mé1 REP ban dau duge thiét k& tt nhanh bén phai va trai cla trinh tu
ddi ximg bao tén va hudng nghich nhau dé khuéch dai huéng ra theo chidu 3’
tinh tif tAm ctia viing déi ximg. Theo cach niy, cac san pham khuéch dai 1a trinh
tu nam gifia cidc viang d6i xitng (kich thude 200 bp dén 4 kb). Trong nhiéu trudng
hop ctia méi lap, ngusi ta ding insosine dé lam ting tinh thoai bién ctia mdi va
dd nhay cua phan ting. Diéu nay din dén sé bang tao ra 16n hon va do do ting
kha nang phan biét chinh xic. Rep—PCR c6 thé dude thuc hién véi ADN dudgce
chiét tit khuan lac hay chiét thé tit té& bao. Phan tng khuéch dai REP hay ERIC
c6 thé duge thuce hién véi mdi don, hay mét bd cie mbdi don, hay hay nhidu b mbi
don. Théng thudng két qua khuéch dai vdi mdi ERIC it phic tap hon so véi mdi
REP, nhung ca hai déu c¢6 kha nang phan biét tét dén mic chung. Viée ap dung
ca hai méi cho ciing mét miu 1am ting kha nang phéan biét cao hon cac phudng
phap khac su dung déc lap.
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Rep--PCR dugc xem ¢6 nang lyec phin biét cao hon ky thuat phan tich gen
16S rRNA hay ving xen gita 16S va 23S. Hon niia, ciac nghién citu so sinh Rep—
PCR véi cac phudng phap khac nhu dién di enzym da locus, sinh héa, hay dinh
type ribosom déu cho thidy Rep—PCR uu viét hon, tudng quan tét véi két qua
PFGE nhung néi chung ¢6 nang lic phéin biét hei thip hon.

Véi phuong phap da hinh khuéch dai ngiu nhién (RAPD), mdt mdi oligonucleotid
tuy y, thuong dai 9 — 10 bp, khéng chia bat ky trinh tu déi xiing nao va ¢é thanh
phan G+C khodng 50 — 80%, cho bit cap vdi acid nucleic dich trong diéu kién bit
cap khéng chit ché nhu nhiét d6 thap 30 — 40°C. San pham PCR lic bay gio 1a
nhiing doan ADN dai ngin khac nhau do bt cip ngiu nhién trén ADN dich
(nhung sé& véi chudi dieh nao tusng dai bé sung nhit véi nd), sé ludng, kich thude
cac doan nay sé& dugc phat hién sau khi dién di trén ban gel. Su gidng va khac
nhau hinh anh trén ban gel cho biét cac ca thé phan tich cé gidng hay khac
nhau. So sanh véi nhitng phucng phap khac dé xac dinh tinh dau 4n di truyén,
RAPD c¢6 mét sd wu diém: (1) Mot bd méi oligonucleotid nhu nhau (chung) cé thé
ding cho moi loai thuc vat. (2) Khéng can di liéu ngan hang bd gen, phéng xa,
Southern blot hay lai ADN, nén c6 thé d& dang va nhanh chéng. (3) Quy trinh c6
thé dudc thue hién tu dong. Hon nia, vdi cac phan tich PCR truyén théng cidn
phai biét trinh tu ctia gen hoac doan gen dic hidu 1a dich dé khuéch dai. Néi
cach khée, su nhan bdi da hinh ngiu nhién trong phan tich RAPD c6 thé dién ra
moi ndi trong bd gen ¢ hai doan trinh tu bd sung véi mdi trong giéi han chidu
dai cho phép cua PCR.

Dién di truong xung (Pulsed-field gel electrophhayesis — PFGE) thudng
dugc coi 14 “tiéu chudn vang” cia cac phuong phap dinh type phan tid. Dé thuc
hién PFGE, toan bé ADN nhiém sic thé duge ly trich va duge két hop vdi
agarose di dun chay roi d6 vao cac khuén nhé cho ddng lai. Khi agarose dong lai
thu duge nut thach chia vi khudn. Vi khudn nay sé duge ly gidi in situ bing
enzym—xa phong, va sau dé6 ADN phéng thich ra dude cat véi cac enzym cat gidi
han “hiém”, chi ciat nhidm sic thé tai vai diém. Dac diém hiém nay phu thudce
vao dé dai cua trinh ty nhan dién, néi chung trinh tu nay cang dai thi xac suit
xuit hién cang thap. Nut thach sau khi xt 1y duge nhai vao ban thach agarose
vao dugc dién di trong thiét bi dién di truong xung. Truong xung cho phép tach
cac manh ADN cé kich thude rat 16n trong khoang 10 dén 800 kb. Két qua dién
di dude phat hién bing cich nhudm gel v3i moét thuée nhuém huynh quang nhu
ethidium bromide va chup hinh (xem hinh 12.9). Dit 1iéu dudc luu trit va phén
tich bing mdt trong cic phin mém caa Applied Math, Bio-Rad... Véi su hd trg
cua cac phan mém quét gel, ngudi ta c6 thé xay dung ngin hang mau PFGE cho
tat ca cac loai vi sinh vat, va diung ldm dit lidu tham chi&u cho cic ching méi.
Han ché ciia PFGE 1a thdi gian phan tich qua dai, mat dén 2 — 3 ngay, do d6 kho
phan tich mét s6 ludng mau 1dn.
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Hinh 12.9. PFGE phan tich trén cac chlng Shigella flexneri
Lan 7 va 12 la thang ADN chudn biét trudc kich thubc cac bang

Bang 12.1. Tém tit dic diém cac ky thuat xac dinh dau an di truyén

Kha Thai e .
Phuong . Phantich ning glanthu D& Igplal 22 13P lai Chiphi  Chiphi
hap SUAYNG "L qud  phan  kétqua trong 1 pTN ifacac  ddutu chomot
phap 9 itos q 9 PTN  ban ddu I4n thir
biét (ngay)
prge  BINh Dé& Cao 3 Tét Tét Vita phai Vifa phai
thuong
PCR- x = Trung " v . s -
RFLP De De binh 1 Toét Tot Vira phai Thap
Rep- = x ” Trung . 2. ,
PCR Dé De Cao 1 Tot binh Vira phai Théap
RAPD Dé Dé Cao 1 Trung binh  Yéu Vita phai Thép
Binh Binh Trung . . . s
CFLP thuong  thudng binh 2 Toét Yéu Vira phai Cao
Binh 5 ‘ . 2
AFLP thuong Dé Cao 2 T6t Tét Cao Vifa phai
xac Binh
dinh Khé : Cao 2 Tét Tét Cao Cao
A thudng
trinh tu

2. UNG DUNG CUA CHAN DOAN PHAN TU
2.1. Phat hién, dinh danh vi sinh vat gay bénh
Hién nay, chdn doan phéan ti ngay cang déng vai tré quan trong dé phéat

hién, dinh danh vi sinh vat gAy bénh véi nhiéu wu diém: nhanh, chi trong vong
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vai gig, dac biét nhanh néu so véi mét s& vi khuidn phat trién cham nhu
M. tuberculosis. Ap dung duge cho cac vi sinh vat khéng hay khé nudi cdy nhu
cac sinh vat gdy bénh qua dudng sinh duc (ké ca HIV), cac Rickettsia... Phé 4p
dung rat réng (vi khudn, virus, nim...). P$ nhay rat cao (véi ky thuat PCR, vé
nguyén tic chi cAn c6 mdt vi sinh vat dé ly trich duge ADN). Cac phudng phap
dya trén ADN thudng sd dung 14 phuong phap doan dod (doan do ADN) va PCR.
Tuy nhién cidn nhd hai phudng phap nay ngoai ra con c6 thé 4p dung trong
nhiéu linh vic khac nhau (xac dinh trinh ty chuéi cia doan ADN, hinh su, d&u
an di truyén, khao ¢é hoc, tién hoa...)

XoAn khusn giang mai Treponema pallidum 13 mdt tac nhan giy bénh qua
duong sinh duc quan trong, khéng nudi cidy duge trén méi truong nhin tao
nhung lai ¢6 thé cho phéﬁ ing huyét thanh chéo véi cac Treponema khéng giy
bénh khac. Thuc hién ky thuat PCR trén doan gen 47-kDa cia mang chiu trach
nhiém tao khang nguyén (membrane immunogen). Sau d6 phat hién san phiam
PCR trén gel polyacrylamid kich thudéc khoang 658 bp, rdéi thyc hién lai
Southern blot véi mai trong (internal probe) 47-3 va 47—4 danh d4u bdi ¥P (xem
hinh 12.10).

1335

47 L
ey (1284-1263) 7
(6925‘;13 . ’.’”””/////// 3 Sén phdm PCR
47 3 47 4 (1187-1166)
692 1187
5' 496 by i é 3 Mbi trong

Hinh 12.10. Cac doan méi va doan dbd dé phat hién T. pallidum tir gen 47 kDa

Vi sinh vat gAy bénh hién nay c6 thé phat hién bing k¥ thuat mién dich cho
béi Biang 12.2 va ky thuat dua trén ADN dugc cho bdi Bang 12.3. Tuy nhién,
bang nay chi cho § niém khai quat vi sé lién tuc dude b3 sung bdi cac nha khoa
hoc trén thé giéi.

Wcind oni SR DIX
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Bang 12.2. Vi sinh vat gay bénh dugc phat hién bdi ky thuat mién dich

Tac nhan

Phat hién bude diu

Phat hién chuyén biét

Virus
Epstein-Barr
Herpes Simplex Virus

Cytomegalovirus
HIV

Human T Lymphotropic Virus

Viém gan siéu vi (A, B, C, D,
E. G)

Rubella, Sdi

Varicella—zoster virus
Respiratory syncial virus

Influenza virus
Rotavirus

Vi khuan
Streptococcus spp.

Xo&n khuin giang mai
Borrelia burgdorteri
Chlamydia spp.

Nam
Rickettsjae

Ky sinh trang
Toxoplasma
Trypanosoma cruzi
Cac loai khac

ELISA
ELISA

ELISA
ELISA, IFA

ELISA

ELISA tim khang nguyén, 19G,
IgM

ELISA, HAI, phan ¢ng ngung
tap, HA
ELISA

ELISA tim khang nguyé&n ho3c
khang th&, HAI

ELISA, HAI

ELISA {im khang nguyén hoac
khang thé, HAI

Phan (ng ngung tap

RPR, VDRL
ELISA

ELISA tim khang nguyén hoac
khang thé

Quchterlony, ELISA

C6 dinh bd thé, phan ing
ngung tap

HA, ELISA
ELISA
IgE. DFA,

IFA
IFA

IFA
WB, IFA

RIBA

Phan Ung trung hoa, WB
(VGSV E), RIBA (VGSV C)

IFA

IFA
IFA, phan tmg trung hda

IFA
DFA

ASO,
test

HA. FTA
WB, RIBA, IFA
DFA

anti-hyaluronidase

{FA
IFA

IFA
IFA
IFA

IFA: Immunofluorescent assay—Mién dich huynh quang; MB: Westhern—blot—-Mién dich dién di
protein; RIBA: Recombinant immunoblot assay-Mién dich dién di protein tai t6 hop; HAI:
Hemaaglutination—Inhibition—phan tng (c c¢h& ngung tap héng cau; HA: Hemaaglutination—
Phan (mg ngung tap héng cadu; DFA: Direct immunofluorescent—antibody assay-Mién dich
huynh quang truc ti€p tim khang thé ; ASO: Anti-streptolysin O assay; FTA: Fluorescent

Treponema Assay
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Bang 12.3. Vi sinh vat giy bénh c6 thé chin doan bdi ky thuat dua trén ADN

Tac nhan Phuong phap/Nha san xuat

Chlamydia trachomatis Lai phan ti/Gen—Probe, Digene; LCR/Abott;
PCR/Roche; SDA/Becton Dickinson

Neisseria gonnorrhoeae Lai phan td/Gen-Probe, Digene; LCR/Abott;

SDA/Becton Dickinson
C. trachomatis va N. Gonnorrhoeae multiplex PCR/Roche ; TMA/Gen—Probe

Két hop nuéi cdy dé khing dinh Lai phan td/Gen-Probe
Mycobacterium spp.

K&t hap nudi cay dé khing dinh ndm va vi Lai phan t(/Gen-Probe

khuin®

Streptococcus nhém A Lai phan t{/Gen—Probe

Viém gan siéu vi C Reverse Transcriptase—PCR/Roche
Staphylococcus aureus khang methicillin CPT/ID Biomed:ical Corp.

HIV dinh luong Reverse Transcriptase—PCR/Roche

HIV khang thudc Xac dinh trinh tu gen (CLIP/Visible Genetics)
Human Papilloma virus Lai phan ti/Digene

Mycobacterium tuberculosis TMA/Gen-Probe; PCR/Roche

Gardnerella, Trichomonas, Candida Lai phan t/Becton Dickinson
Cytomegalovirus Lai phan td/Digene ; NASBA/Biomérieux

3NAm gbém: Blastomyces dermatitidis, Caccidioides immitis, Cryptococcus neoformans,
Histoplasma capsulatum. Vi khudn gém: Campylobacter spp.. Enterococcus spp.,
Streptococcus nhém B, Haemophilus influenzae, Neisseria gonnorrhoesae, Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes

LCR: Ligase chain reaction; PCR: Polymerase chain reaction, SDA: Stand displacement
amplification; TMA: Transcription-mediated amplification; CPT: Cycling probe technology;
NASBA; Nucleic acid sequence—based ampiification

Nguén: Cuc kiém tra thuc phdm va dugc phdm My (US Food and Drug Administration, 2003).
2.2, Phat hién sy dé khang khang sinh

Day la vai trd rat quan trong ctia cac phong thi nghiém vi sinh nhim danh
gia, kiém soat tinh hinh dé khang 461 véi cac khang sinh sau thoi gian st dung
dong thoi gép phan trong viée st dung khang sinh an toan, hidu qua. Phai st
dung nhiéu k¥ thuat khic nhau, cac phudng phép théng thudng gbm cé cic budc
sau: (1) Phan lap tac nhan gay bénh, (2) Thit nghiém tinh nhay cam cua tac
nhan vdi cac khang sinh khac nhau. Trong budc nay lai ¢6 thé st dung (i) Dung
dia khéng sinh, (i) Pha long trén méi trudng 18ng hay ran, (i) Thit nghiém
phat hién céc enzym bit hoat khang sinh. Tuy nhién, day chi 13 phat hién vé
kiéu hinh ctia sy dé khang (phenotypic drug resistance). Cac ky thuat chan doan
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phén ti cho phép ta khao sat kiéu gen cta su dé khang khang sinh (genotypic).
Cac khang sinh va gen chiu trach nhiém géy ra su dé khang khang sinh c6 thé
phat hién bdi ky thuat chan doan phan ti duge trinh bay trong Bang 12.4.

Mbt vi du: dé phat hién cac S. aureus khang Methicillin (MRSA), nguyén
nhén 14 cac ching nay da san sinh cac Penicillin-binding protein méi duge goi la
PBP 2' hay PBP 2a c6 ai luc thip di véi cac f—Lactams. D& phat hién gen mecA
(gen chiu trach nhiém, khéng cé trén cac chung nhay cam véi Methicillin), dung
cac mbéi RSM—-2647 va RSM-2648, san pham PCR phat hién cé kich thudc 533
bp (xem hinh 12.11).

d = @ p

RSM 2647 RSM 2648

1282 (1282-1303) (1814-1793) i 1814

e e % ' San phdm
5 . P / /] 3 PCR

Hinh 12.11. So d& phat hién gen mecA trén S. Aureus

Ngoai ra viée phat hién gen dé khang trén céc vi khudn moc cham dic biét
giup ich cho viée chon khang sinh nhay cam cho viéc tri liéu ngay tit ddu. Ching
han nhu dung dé phat hién M. tuberculosis (bénh Lao), hay M. leprae (bénh
Phong, Cui) khang Rifampicin, mdt chia khoa chti yéu dé giup bac si diéu tri c6
thé sit dung phac dé diéu tri ding cho bénh nhén trong khi d6 theo phuong phap
c6 dién phai mat 4 — 6 tudn. San phidm PCR c6 kich thudc khoang 411 bp
(M. tuberculosis) véi primer TBrpo 1 va TBrpo 2 hoac 710 bp (M. leprae) véi
primer MLrpo22 va MLrpo23.

Trén virus HIV, sau thdi gian tri liéu tir 3-12 thang véi AZT nguoi ta da
thay c¢6 sy dé khang. Hién nay da tim ra bon dot bién Asp—67 — Asn; Lys-70
— Arg; Thr-215 — Phe/Tyr va Lys—219 — Gln c6 lién quan. Néu ca bén dét bién
hién dién & chiing virus thi kha niang dé khang nhanh hon 100 lan.

Hon thé nita phuong phap trén con cé thé dang phat hién cic gen sinh ddc t&
nhu 16S rRNA gen + gen cua Toxin B (gdy doc té& bao: Cytotoxin) trén
Clostridum difficile, theo cac phuong phap ct phai mat tir 3 — 5 ngay. Phat hién
cac gen san sinh ra doc td bén vdéi nhiét (Heat—stable), khéng bén véi nhiét
(Heat—labile), doc td tuong tu cua Shigella (Shiga—Like toxin) nhung trén E. coli
dé gay ngd doc thic dn do vi khuan nay. Phat hién cac gen san sinh Enterotoxin,
Exfoliative toxin, Toxic Shock syndrome Toxin-1 la cac doc t& gay ngd doc thiec
an, nhot, hdi chitng séc nhiém tring do S. aureus...
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Bang 12.4. Cac gen dich ding dé phat hién sy dé khang khang sinh

. X o Vi tri clla yéu t& ] < ia
Khang sinh Piem tac dong dé khang Gen dich da phat hién
Aminoglycosides  Qua trinh dich ma Chromosome, ant, aph, aac

Plasmid,
Transposon {Tn)
Glycopeptides Téng hop vach &€ bao P vanA, vanB, vanC
Chloramphenicol  Dich ma (50S P, Tn erm, erc, mrs
ribosome)
Tetracycline Dich ma (ngan P,C, Tn tet

aminoacyl{RNA k&t
vdi ribosome

Macrolides Dich ma (50S P.C, Tn erm, erc, mrs
ribosome)

Sulfonamides Téng hop acid folic P.C sull, mit

Trimethoprim T3ng hdp acid folic P.C,Tn difr

Quynolones Nhan doi (ADN gyrase) C gyrA, gyrB

Rifampicin Phién ma (ARN C rpoB
polymerase)

p-Lactam T8ng hap vach té& bao P.C.Tn mac, tem, cac gen [~
va phan chia Lactamase khac

Ghi chu: viét tat vi tri tac d6ng C = chromosome, P = plasmid, Tn = Transposon

2 P » PR . ~
2.3. Chan doan cac ro6i loan di truyén

Trude kia, viée chan doan mét réi loan di truyén chi dua vao cac chi tiéu 1am
sang va cac thi nghiém sinh héa. Cac phudng phap niy cho két qua khéng chinh
xac, phai qua nhiéu kiém tra din dé&n thdi gian 1au va dit tién. Dic biét, cac
bién phap nay khéng thé dung dé xac dinh ngudi lanh mang mam bénh hay khi
cin chan doan trén thai nhj,

Chan doan phan tit rdi loan di truyén vé nguyén tic cé thé giai quyét dudce
cac van dé vira néu, véi nhiing vu di€m ndi bat nhu sau: tinh dic hiéu cao, két
qua chinh x4c, thdi gian ruot ngin rat nhiéu so v8i cac phudng phéap sinh héa
truyén théng. Hon nita khéng doi héi lugng mau nhiéu va khéng cin thu thuat
14y sinh thi&t vi viéc phan tich tién hanh trén ADN cua d41 tugng, dude nhan ti
mét ludng nhod ctia biat ky ngudn té bao nao ¢6 nhan nhu té bao bach ciu trong
mau ngoai vi hay t& bao biéu mé vom miéng.

Tuy nhién c6 mdt s& han ché: do tinh dac hiéu qua cao nén khong thé dua ra
mét chan doan chung cho moi dot bién réi loan di truyén 6 mét sé bénh. Trén
bénh héng ciu hinh 1iém, do su thay cap AT & codon 6 cia gen beta—globin dan
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dén su thay valin bang acid glutamic trén protein thi viéc ap dung phudng phap
chan doAn phéan td [a thuan lgi. Nhung 3 mét s6 bénh khac nhu bénh héa xo
nang (cystic fibrosis), cé6 dé€n hon 200 dét bién 12 nguyén nhin din dén bénh nén
khéng thé dua ra mét chian doan chung cho moi d6t bién. Thém vao do tinh da
dang cac thé ciia bd gen sinh vat, gitia hai ca thé c6 thé c6 nhiing sai khac khang
mang tinh bénh ly, van dé 1a lam sao phat hién dude cac dot bién giy bénh va
phin biét ching véi nhitng d4t bién vé hai.
Chdn dodn cdc bat thuing bém sinh trén ADN

Huéng chan doan nay nhim muc dich ngan ngita d6i véi cac bénh di truyén
ning, chua ¢6 bién phap diéu tri va khé hodc khéng thé chan doin bing cac
phudng phap ¢é dién. M6t s& thanh céng:

- Phat hién mot dot bién mat doan ciia gen DMD nim trén nhiém sdc thé X
d bénh nhin nam bing phuong phap Southern blot, két qua cin cd vao sy bién
mat cua mot vach dién di. Gen DMD lién quan d&n bénh thoai héa ca Duchenne.

— Phat hién mdt mat doan di hdp td trén gen RB1 nim trén nhiém sic thé
13 (sinh dudng) bang phudng phap Southern blot, két qua cin cit vao su giam
cusng dé tin hidu ciia mot vach dién di (vi vAn tén tai mét nhiém sdc thé lanh).
Gen RBI1 1ién quan dén bénh ung thu nguyén bio véng mac (retinoblastoma).

~ Phat hién gen ciia bénh quanh niém dich (Mucoviscidosis) bing chién lude
di truyén dao ngude (tir biét trinh tu acid amin cna protein lién quan dén bénh
tim ra gen). Bénh xo héa nang 12 mét bénh di truyén tram trong vi cac tuyén
ngoai tiét da tidt ra chat dich qua nhét. Bénh nay tac ddng chi yéu trén tuyén
tuy va cac tuyén biéu bi ph& quan. M héi ctia bénh nhan chia mét lugng rat cao
khdng binh thudng cic ion Cl- va Na*.

Chén dodn cdc bit thudng trén ADN sinh dudng

Nguyén tic chin doan dua vao su khac nhau giita cac dong té bao. Cac té&
bao clia khéi u 14 cac té bao don dong cing phat xuat tiY mét t& bao nguyén
thuy tang sinh vé d6 sé ¢6 chung cac dic tinh déng khac véi cac t& bao 1an cin.
Huéng chian doan nay da dude tng dung & nhiéu dang ung thu mau: lymphoma
Burkitt (Burkitt's lymphoma), lymphoma nang (follicular lymphoma), bénh
bach cau v.v.

Xdc dinh cdc ddu én di truyén

Dau an di truyén cé nhitng déng gép to 16n trong khoa hoc hinh sy. Chi can
trén hién trudng con rat it mau vat: mat vai giot mau khd, vét tinh dich, vai sai
16ng hay mau téc, hay tham chi miu tan thude ¢6 dinh vai niém mac miéng, 1a
cac nha Chan doAn phan ti cé thé truy tim duge dau 4n di truyén va phat hién
tol pham chinh xac ti nhing ngudi nghi ngd (xem hinh 12.12 va hinh 12.13).
Mét tng dung khac nita vé viée xac dinh ddu 4n di truyén la dung dé xac nhan
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quan hé huyét théng. Hién nay, ing dung dé xac dinh quan hé cha, con dang ¢6
nhu cu va phat trién manh, nguyén tic duge trinh bay trong hinh 12.14.

Nan nhan Mau tai Ngudi nghi ngd
hién truong 1 2 3 4 5

Hinh 12.12. Dau &n di truyén (RFLP) trong trudng hgp nghi ngd tdi pham
Trong vi du nay ngudi ta da thu dudc tai hién trudng mau khéng phai cla nan nhan ma cla thi pham.
Nhimg ngudi tinh nghi 1, 2, 3, 5 cé thé vo tdi, trong khi d6 s 4 Ia thi pham

Tinh dich Nguti nghi ngd
thu & nan nhin 1 2 3

Hinh 12.13. Dau an di truyén (thyc hién tir mau) trong trudng hgp nghi ngd téi pham.
Trong vi du nay nhimg ngudi tinh nghi 1, 2 v ti, trong khi d6 s6 3 la thi pham

My Dda wré Ngudlicha
| 2 3
——
AT

Hinh 12.14. Dau an di truyén (RFLP) trong trudng hgp cén xéac dinh quan hé huyét thdng
Dira tré trong vi du la con clia ngudi me va ngudi cha s& 1 chir khdng phai ngudi sé 2 hoac 3

Chéan doan phén ti khéng nhiing ¢6 thé phat hién dugc tac nhan vi sinh vat
gay bénh trong bénh phim ma con c6 thé phén loai type di truyén va déng gép
to 16n trong nghién cttu dich t& hoc tim hiéu méi lién quan cua céc tac nhan gy
bénh trong céng déng. Mét thanh céng néi tiéng 1a chitng minh dugde ba bénh
nhian kham va diéu tri rang da bi nhiém HIV tit mét ngudn gde 1a vi nha si chita
rang da bi nhiém HIV tir trude & Florida (My). Trong méi trudng bénh vién, dé
phat hién dich té hoc cta cac vi khudn giy bénh nhiém trung bénh vién la rit
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quan trong. Nguoi ta da ap dung dé tim dich té hoc ctia cac vi khuin Serratia
marcescens dé khang da khang sinh cting nhu cho nhiéu tac nhin giy bénh khéac
(xem hinh 12.15).

1 23456 789101112131415 161718 19

Hinh 12.15. Cac ching Serratia marcescens khang Imipenem tim dugc trong mét bénh vién
dugc phan tich bing PCR-RFLP

Lan 19 |a thang ADN chuén biét trudc kich thuéc cac bang

TU LUGONG GIA

1. Phuong phap mién dich c6 thé ap dung dé tim:
A. Khang nguyén
B. Khang thé
C. Tac nhan gay bénh
D.AvaB '
E.BvaC
2. Phuong phap mién dich phéng xa so véi cac phuong phap mién dich khac thi cé:
A. D6 nhay cao nhung phai c6 trang thiét bi sit dung va bao vé chuyén biét
B. Do nhay cao, trang thiét bi sit dung va bao vé don gian
C. D6 chuyén biét cao, trang thiét bi st dung va bao vé don gian
D. Dd chuyén biét cao nhung phai c6 trang thiét bi sit dung va bao vé chuyén biét
E. D6 nhay trung binh nhung trang thiét bi sit dung va bao vé don gian
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Trong phan ting ELISA gian tiép gdm cac thanh phan

A. Khang nguyén dich

B. Khang thé dic hiéu so cdp

C. Khang thé thi cap

D.BvaC

E.A B, C

Khang thé don dong san xuat duge do su két hop:

A. Kha naing tao khang thé cta lympho B va nudi d& dang ctia t& bao ung thu
B. Epitop va kha niing nudi dé dang cua té€ bao ung thu

C. Epitop va kha nang tao khang thé ciia lympho B

D. Kha ning tao khang thé clia lympho B d6t bién

E. Epitope va kha ning tao khang thé cha lympho B 84t bién
Tinh chat bt bude ctta mét doan dod trong ky thuat lai phan ti:
A. ADN

B. ARN

C. Dic hiéu trinh tu

D. Duge danh ddu men

E. T4t ca ding

Ky thuat khuéch dai acid nucleic ¢6 thé ting lugng ban sao trinh tu acid
nucleic dich 1én:

A. 10 14n

B. 100 lan

C. 100.000 lan

D. Hang triéu dén hang ty lan

E. Khoang 2" 1an, n la sé chu ky
Real-time PCR ¢6 wu diém:

A. It bi ngoai nhiém hon PCR

B. Ré tién, thao tac don gidn

C. Dinh lugng

D.AvaC

Phan ving gap—LCR c6 tinh chat :

A. St dung ca enzym polymerase va ligase
B. Phai biét rd toan bd trinh tu dich, qua trinh gém cac chu ky bién tinh, 4, néi

C. Xac dinh dude diém @6t bién tai trinh tu dich
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D.AvaC
E. AB.C
9. Ky thuat RAPD xac dinh cic d4u #n di truyén cé thé:
A. Phan biét cic ca thé vi sinh vat cung loai
B. Duya trén cau tric CACACA 1ip di lap la
C. Khéng cin di liéu ngan hang bd gen
D.BvaC
E. A B, C
10. Chan doan phan t ¢6 thé dng dung trong:
A. Dinh danh vi sinh vat, dac diém type di truyén
B. Xac dinh quan hé huyét théng, bénh di truyén
C. Khoa hoc hinh su, khao ¢ hoc
D.AvaB
E. A B, C
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CHUONG V

CONG NGHE MIEN DicH

Bail3
SAN XUAT VACCIN

1. MO DAU

Vaccin la ch& pham khang nguyén khéng cé dic tinh giy bénh, duge dung dé
tao mién dich chu déng déi véi tac nhan giy bénh tudng ting. Tac dung phong vé
cua vaccin 1a do ching kich thich hé thdng mién dich ctia ngudi dung, téng hop
cac khang thé ddy manh sy pha hiy vi sinh vat nhiém hoic trung hoa déc té caa
vi khudn. Ché& pham vaccin chita vi sinh vat séng suy yéu hodc da chét, hoic
protein khang nguyén. T vaccin xuat phat ti chit dau bo ("vacca" tiéng Latin
nghia la bo) ma Edward Jenner ding cho ngudi dé giip ho chéng lai bénh dau
mua. Niam 1796, Jenner da chiing minh nudc mu ldy tit ngudsi bi dau bo (do vit
siia bd) khi chiing vao da ngudi khac sé& gdy nhiém tring tuong tu va ngudi bi
dau bo nay sau khi héi-phuc sé khéng bi bénh diau mua. Tié€p theo phat minh
cua Jenner, Pasteur phat trién viéc chiing ngita véi nhitng tac nhan khac. Tac
dung phong vé cua vaccin c¢6 dudc chi sau hai ho#c ba liéu vaccin dung cach
khoang vai ngay hodc vai tuan. Khi da dudc thiét 1ap, tinh mién dich kéo dai vai
nim nhung c6 thé phai c¢6 thém nhiing liéu “nhic” cach khoang dai. Vaccin ly
tudng cé cac dac tinh: sinh mién dich, bat chuéc nhiém tu nhién, cho sy bao vé
kéo dai, khoang cach giita cac liéu xa, khéng gy tac dung phu nghiém trong va
on dinh.

Dic tinh chung cho cac vaccin 1a tac dung chuyén biét rd rang cua ching.
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2. PHAN LOAI VACCIN

2.1. Phan loai vaccin truyén théng
Vaccin bat hoat (vaccin chét)

Loai niy chita cic vi sinh vat doc da dude lam chét bang cic chat héa hoc hodc
nhiét dg, do d6 khdng con sinh sbi trong cht thé dude nita. Cac vaccin bat hoat néi
chung an toan, nhung khdéng phai 13 tuyét d6i. Cac ndi déc té (endotoxin) bé mat
trén vaccin ho ga bit hoat d6i khi cam Uing cic dap ing DTH (Delayed type
hypersensitivity) va virus cim c¢é gin véi cac phan dng tuong tu. Cac vaccin bat
hoat khéng phai luén cam ting mién dich phong vé. Thudng cin tiém nhic nhidu
14n dé tao phoi nhifm khang nguyén lién tuc vi vi sinh vat chét tu né khéng cé
kha nang duy tri trong chi thé va nhanh chéng bi loai sach bdi hé mién dich.
Ngoai ra, cac vaccin bat hoat néi chung chi ¢6 kha ning cam \ing mién dich thé
dich vi mam bénh chét khéng thé di vao t&€ bao chi. Pidu ndy lam cho vaccin mat
tac dung co ban néu co ché nhidm théng thuong 13 ndi bao. Vi du nhu vaccin
chéng lai cim, ta, ho ga, dai, dich hach, viém gan A va vaccin bai liét Salk.

Vaccin séng giam hoat e

Loai nay chiia cac vi sinh vat séng duge nuéi trong nhiing diéu kién lam suy
yé&u déc luc cua chiing (nudi trong cac diéu kién bat thudng) hoic vi sinh vat gan
giéng nhung it nguy hiém hon dé gay dap tng mién dich réng. Vi cic vi sinh vat
van con séng, né cho kich thich khang nguyén lién tuc da lau dé san xuit t& bao
nhé. Trudng hdp cac virus hodc vi sinh vt ndi bao thudng c6 mién dich trung
gian t& bao, cac mAm bénh suy yéu c¢é kha ning sinh sbéi trong t& biao chu thé.
Tuy nhién, vi vaccin chita vi sinh vit séng, cic mam bénh suy yéu ¢6 thé chuyén
lai thanh dang giy bénh, hodc mét s6 mam bénh suy yéu du y&u véi hé thong
mién dich binh thudng nhung vin 1a mam bénh véi hé théng mién dich suy yéu.
Hién nay cac ky thuat thao tac di truyén dude dung dé loai bd cac gen gay luc
doc, bd qua cac bat 1di nay. Cac vacein ndy thudng tao dap (tng mién dich bén va
dude dung cho ngudi 16n. Vi du nhu vaccin chéng lai sét vang da, sdi, rubella,
quai bi va vaccin bai liét Sabin. Vaccin lao séng khong chia ching truyén nhiém
ma 12 chiung Mycobacterium bovis dude goi 1a “BCG” (Bacille Calmette—~Guérin).

Vaccin ddc t&

Loai nay chia cac chit déc da bat hoat khéng con gay bénh. Vi du cac vaccin
d6c t& udén van va bach hiu. Khong phai tit ca vaccin déc t6 déu cho vi sinh vat,
vi du déc t& Crotalis atrox dung ching ngita cho ché chéng lai rén chuéng cén.
Vaccin dudi don vi

Loai nay chita mdt phan nhd clia tAc nhan gy bénh sadn xuit tir vi sinh vat

N - AL S - n” J ~ . ) - . M i N » 2
an toan hoac t& biio nudi ciy dé giy ra dap ing mién dich. Bing cach nay, ¢ thé
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tranh duge cic ddc t& manh, hoic loai bé duge cac vat lidu mas hd hoac dap iing
mién dich 1an at. Cac vi du dién hinh vaccin duéi don vi la vaccin Haemophilus
influenzae type b, vaccin chéng lai HBV chi chia cac protein bé mait ctua virus
(san xuit tif nAm men), vaccin tiéu phin gidng virus (virus-like particle, VLP)
chéng lai human papillomavirus (HPV) chita protein capsid chinh cta virus.

2.2. Mot s6 vaccin méi

Vaccin idiotyp (idiotypic vaccine) — ch@a khang thé khang idiotyp

C&u tric lién quan dén vung bién d8i cia khang nguyén goi la idiotyp.
Idiotyp ¢6 phan dng chéo khi né ¢é trong co thé da dap ting vdi khing nguyén
d6. Khang thé gin khang nguyén va khang thé khang idiotyp thudc cung mot
ho, do d6 mdi phan ti khang thé déu cé thé gin véi epitop trén modt phan tit
khang nguyén va trén idiotyp. Nhu vay ¢6 thé dang idiotyp lam vaccin cho céc
bénh nhiém.

Vaccin lién hgp (conjugate vaccine)

Maét s6 vi khudn ¢é vé ngoai polysaccharid ¢é tinh mién dich yéu. Bang cach
lién két cac vé ngoal nay véi protein (vi du cac déec t6), polysaccharid s& dude hé
théng mién dich nhan dién nhu 1A khang nguyén protein. Vi du vaccin Haemophilus
influenzaee type B.

Vaccin vector tai té hop (recombinant vector)

La su k&t hap sinh 1y cia mét vi sinh vat va ADN cda vi sinh vat khae, dé
chéng lai cac bénh cé qua trinh nhiém phic tap. Vi du vaccin phong mét sd bénh
do virus dude 1am bang cach tai t6 hgp bién ching virus dau bd (cowpox variant)
vdi cac gen vb hail cua virus giy bénh.

Vacecin ADN

La loai vacecin mdi trong nhiing nim gin diy, chitza ADN cua cic tic nhan
gAy bénh. Vacein hoat déng bing cach chén (va biéu hién, khdi su cho viéc nhan
dién cia hé théng mién dich) ADN cua vi khuan hodc virus vao t& bao. Mot s6 t&
bao cua hé théng mién dich (cAc té bao CD8* va CD4*) nhan dién cic protein
bidu hién sé tdng cudng tin cong chéng lai cAc protein nay va cac t€ bao biéu
hién ching. N&u sau dé cham tran tac nhan-gay bénh biéu hién cac protein nay,
hé théng mién dich s& tin cdng ngay vi cic t& bio nay séng trong mét thoi gian
rat dai. Mat vu diém cda cac vaccin ADN la ching rit dé san xuat va bdo quan.
Cho dén nam 2006, vaccin ADN van con trong giai doan thi nghiém nhung cho
thiy nhitng két qua day hta hen. Vi du vaccin ADN phang cim H5N1 dang dugc
thd trén ngudi tinh nguyén (tir 21/12/2008) chi chita vat lidu di truyén cia virus
cim; khi vao trong cd thé ADN sé chi din t& bao san xuit protein hoat déng nhu
vaccin chéng lai virus.
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Vacein tdng hdp (synthetic vaceine)

Chia cac peptid, cac carbohydrat hodc cac khiang nguyén tdng hop phin
chinh hoac toan phan. Vaccin peptid tdng hop ¢é ba tac dong néi bat chinh:

- Vaccin peptid tdng hop cta vi khuin, duge diung dé phong bénh do vi khuin
théng qua viéc trung hoa déc t6. Vi du cac vaccin peptid téng hop cho ca hai dac
td bach hiu va ta.

~ Vaccin peptid téng hgp cho virus chy trong vao ciac ving khéng bién déi
(trinh tu acid amin bao tdén cao). Cac vaccin peptid tdng hgp cho cac protein vi
glycoprotein HIV dang dudc phat trién.

- Vaccin peptid téng hop cho ky sinh tring dang c6 nhiéu hy vong véi vaccin
peptid tdng hdp cho céac epitop trung bao td cia sét rét.

Cac vaccin ¢6 thé dude bao ché véi cac ta chat dé 1am tang cudng hiéu qua.
Cac ta chit thuong dung 13 nhii tuong nudc trong ddu (lam bang diu khoing
hoac ddu thue vat véi chat nhi héa), gel hydroxyt nhém hoic saponin. Ngoai cac
ti chat quen thudc nay, cac thanh phan thém vao dé cam tng tic dung diéu bién
mién dich 3 déng vat chi va lam ting cudng hiéu qui ctia san phiam,

Mot s& tén phén loai vaccin khae

— Vaccin hap phu (carrier prophylatic vaceine): vacein DPT dude hip phu
trén “gia d3” gel nhém hydroxyt.

— Vaccin khac chung (heterologous vaccine, heterotypic vaccine): vaccin ¢
tac dung chéng lai vi sinh vat khac véi loai ding dé ché né. Vi du: vaccin tit dau
bd dé phong dau ngudi.

— Vaccein da gia (polyvalent vaccine, multivalent vaccine): vacein chda céac
khang nguyén baoc vé cia nhiéu chung thudc vé maot loai vi khuin gay bénh. Vi
du: TAB.

— Vaccin hén hdp (mixed vaccine): vaccin gom nhiéu khang nguyén caa cac

loai vi sinh vAt khac nhau, dé phong nhiéu bénh nhiém trung. Vi du: DPT,
Priorix.

3. PHUONG PHAP SAN XUAT VACCIN

Quy trinh san xuit vaccin truyén théng di tit cAc tic nhan giy bénh nguy
hi€m, cac thanh phin hodc cic san pham cla ching, cac khang nguyén khéng
con déc tinh gy bénh nhung con déc tinh cam 1ing dap dng phong vé. Cac phudng
phap diung san xudt vaccin phu thudc vao gia thanh, chuyén chd vaccin va nhit
12 céc dic tinh sinh hoc cua cAc tac nhan giy bénh dung san xudt.

3.1. Hé théng gidng

Diém khdi ddu dé san xuit tit ca vacein vi sinh vat 1a phén lap vi sinh vat
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thich hgp. Thudng thi phan lap ti cAc nhiém tring 8 ngudi, d6i khi cé ngay
chung thich hgp cho san xuat, dsi khi phai thao tac va chon loc trong phong thi
nghiém thém.

Khi di ¢6 chung thich hgp, nhén cac vi sinh vat don 18 1én va phan vao nhiéu
ampoule va bao quan 8 —70°C hoac déng khé. Day 1a 16 giong (seed lot). Tir 16
nay, 13y mét hoac vai ampoul kiém tra tudng tan trong phéng thi nghiém xem c6
théa dang khéng, kiém tra dd an toan va hiéu qua thi 1am sang. Khi cac két qua
thi lam sang dat céng nhan, 16 gidng dude dung thudng quy cho san xuit vaccin.

8.2. San xuit vi khuin va cac thanh phan vi khuin ciia vacein vi khuan

San xuit vi khudn va cac thanh phin vi khuan dé lam vaccin vi khudn duge
thuc hién trong phong thi nghiém bing nhing phuong phap 1&n men &3 biét.
Thu san phim 1&n men cudi 12 qua trinh ¢6 dic va tinh ché cac thanh phin
vaccin dé bao quan dudc thdi gian dai hoac thuong mai.

Lén men

Dau tién gisng vi khuin trong ampoule bao quan & —70°C hoac déng khod
dude lam tinh lai (hoat héa). Vi khuin hoat héa dude cdy chuyén mét hodc vai
14n vao mbi trudng nhan giéng. Khi vi khuan di duge nhan 1én dd, ching dude
cdy vao mbi trudng 1én men. Méi trudng nay thudng duge chda trong néi lén
men 18n c6 khuay lién tuc. Thudng pH va thé oxy héa khi ciia méi truong dudge
theo ddi va diéu chinh sudt qua trinh nuéi, nhdm thu dude hidu suat vi khuin
16n nhat. Trudng hgp vi khuin moc nhanh sé thu duge hidu suit tdi da sau
khoang mét ngay, trudng hdp vi khuian moc cham sé thu dude hidu suit t6i da
sau hai tuan. Cuéi giai doan nudi trong ndi 1én men 13 thu hoach.

Qua trinh thu hoach vi khuin

H&n hop phic tap gém t& bao vi khufn, cic san phim chuyén héa va méi
trudgng can kiét thu dude sau khi 1én men. Né&u 1a vaccin séng giam hoat lye, vi
khuan khéng déc duge tach ra va hoa vao dung méi thich hop, c6 thé déng khé.
Né&u vacein 1am tit tic nhan gay bénh, nguy hiém thi cin theo cic quy trinh sau.

1. Giét chét. Qua trinh nay giét chét vi khuin va lam cho ching vb hai.
Thuong ding dun néng va chit tdy ué. Vi du diing dun néng va/hoic formalin dé
giét cac t& bao Bordetella pertusis khi 1am vaccin ho ga, phenol dé gi&t Vibrio
cholerae trong vaccin ta va Salmonella typhi trong vaccin thudng han.

2. Tdch. Qua trinh nay tach t& bao vi khuin khéi dich nudi cdy. Thudng
dung ly tdm. Né&u 1dm vaccin tir t&€ bao, dich long duge bd di va t& bao dude hoa
vao hén hdp mudi; néu lam vaccin tit thanh phan trong dich 16ng, t& bao dude
bo di.

3. Phan doan. Qua trinh nay chiét cac thanh phan tir t& biao ho#c tit méi
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trudng nuéi vi khudn va thu dang tinh khiét. Cac khang nguyén polysaccharid
cua Neisseria meningitidis duge tach tit t& bio vi khuin bing cach xit ly véi
hexadecyl-trimethylammonium bromide va cua Streptococcus pneumoniae xi 1y
véi ethanol. Tinh ch& nguyén liéu chiét bing dung méi thich hop va két taa. Sau
khi tinh ché, c4c thanh phan dugc lam khé thanh bst, bdo quan va hdp nhat vio
vaccin.

4. Khiz déc t6. Qua trinh nay lam déc t6 cha vi khuin chuyén thanh déc t&
khong hai. Formalin duge diung dé khtt déc t& ctia Corynebacterium diphtheriae
va Clostridium tetani. Khi ddc t& c6 thé tién hanh trén dich nuoi cy trong nbi
1én men ho#c trén doc td tinh khiét sau khi phan doan.

5. Hap phu. Cac thanh phin clia vaccin dude hap phu vao ta chat khoang.
Cac ta chdt khoang hoic chat mang thudng dude dung 13 nhém hydroxid, nhém
phosphat va calei phosphat 1am ting tinh khing nguyén va giam ddc tinh, tai
ché va hé thong cua vaccin. Vaccin bach hdu va vaccin bach hiu/uén van/ho ga
thudng diéu ché& dang vaccin hap phu.

6. Két hgp. Lién k&t thanh phan vaccin cdAm tng dap 1tng mié&n dich yé&u véi
thinh phan vaccin cdm dng dap Ung mién dich tét. Tinh khing nguyén cho tré
em cua polysaccharide nang cua H. influenzae Type b dudc ting cudng manh khi
lién két véi doe t6 bach hau va udn van, va véi protein mang ngoai cia Neisseria
meningitidis.

2 n* . ~ »’ a P . . .
3.3. San xuit virus va cac thanh phan virus cta vaccin virus

Virus chi sinh séi trong t& bao séng nén ban diu cic vaccin virus phai duge
san xudt tit déng vat: vacein dau mua trong ha bi cia bé va cliu; vacein dai trong
day cdt séng clia tho va nao chudt. Cae vaccin d6 khéng con duge dung dé san
xuit vacein méi nita va chi chi thé déng vat nguyén ven duge diing la tring ga
c6 phoi. Hau hét cac virus cAn dé san xudt vaccin virus thu duge tit nudi ciy té&
bao nhiém chung virus thich hgp.

Nudi virus

Tring ga c6 phdi la chu thé nudi virus thuan tién nhat cho virus cim va sét
vang da. Virus cim tich tu trong dich tii niéu cua tring va sét vang da tich tu
trong hé théng than kinh cua phéi.

Qua trinh thu virus

Vit lidu chia virus tit phéi triing g nhiém cé mot cho dén vai dang. Trong
truong hgp vacein cim, dich tii niéu dugde ly tAm cho huyén troc virus tinh khiét
moét phan va dam dac. Dich dam dac nay dude xit 1y véi eter hodc véi tac nhan
pha vd khac dé cit virus thanh cac thanh phan cia né néu mudn ¢é vaccin virion
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hoac khang nguyén bé mat. Phéi ga duge dung san xudt vaccin sét vang da duge
déng héa trong nuée thanh bot nhuyén chita virus. Tiép theo ly tam k&t tia hau
hét manh v3 eva phdi va virus s6t vang da trong huyén troc nuéc.

Nuéi cdy té bao cho dich nhiém chita it manh v3 va thudng dude lam trong
bing cach loc. Vi hidu hét vacein lam tit nudi cay t& bao chda virus séng suy yéu,
nén khi san xuit khéng cé giai doan bit hoat. Tuy nhién ¢6 hai ngoai 1& quan
trong: vaccin virus bai liét bat hoat duge bdt hoat véi formalin loéng hoac 8 3—
propiolactone va vaccin dal dugc bat hoat vdi B 3—propiclactone. Diéu ché cac
vaccin bat hoat cing c6 giai doan lam dam dac bing cach hap phu va ria virus
trong trudng hgp vaccin bai liét va bing siéu loc trong trudng hdp vaccin dai.
Khi hoan tat, khéi nguyén lidu duge bao quan & nhiét d4 —70°C dén khi trdén thanh
vacein cudi.

3.4. Phéi tron

Qua trinh nay trén cac thanh phan khac nhau cia vaccin thanh khéi cuéi
cung. N6 duge thyc hién trong binh kin, to ¢é6 khudy va c¢éng dé thém cac thanh
phin va it khéi cudi cing. Khi trén vaccin vi khuén, cac thanh phin hoat tinh
thudng can dudc pha loang nhiéu va binh dude chita chit pha loang trudc va
thuong cé chat bao quan nhu thiomersal. Tiép theo, ddi véi khdi cudi cing mot
thanh phan, huyén troc vi khuin, thanh phdn vi khufin hoac déc t5 dam dic
duge thém vao véi s& ludng dé ¢6 néng d6 mong mudn trong san pham cudi cing.
D51 véi khai cudi cing da thanh phéan, thém lin lugt titng thanh phin vao. Khi
tron vaccin virus, can duy tri khang nguyén diy du va ngin lay nhiém. Sau khi
tron déu, khéi cusi cing dude phin thanh cac ¢d thé tich vita cho déng géi.

3.5. Déng 6ng va lam kho

Vaccin duge déng 8ng han d dang 16ng ho#c déng khé trudc khi han.

Vaccin vi khuan mét thanh phan dude liét ké trong Bang 18.1, vdi chii thich
vé nguyén liéu co ban cla vaccin, cic qua trinh ndi bat va kiém tra hoat luc va
d6 an toan. Vaccin vi khudn da thanh phdn duge 1am bang tron hai ho#c vai
vaccin mot thanh phﬁn dé c6 hoat luc va dé an toin cla titng vaccin mét thanh
phin ma né chita. Vi du dién hinh ctia vaccin vi khudn t8 hgp 13 vacein hip phu
bach hau, uén van va ho ga (DTP) dung chung ngita cho tré em.

Vaccin virus mét thanh phin dude liét k& trong Bang 13.2, véi cha thich
tuong tu nhu § vaccin vi khuan. Vacein virus da thanh phdn duy nhit duge dung
rong rai 13 vaccin sdi, quai bi va rubella (MMR). Tuy nhién ca vaccin bai liét bat
hoat (Salk) va vaccin bai liét séng (Sabin, uéng) déu 1a hén hgp cua ba typ huyét
thanh. Cac vaccin ecdm cing la vacein t6 hop chita nhiéu thanh phén tit ba ching
virus, thudng thi la tir hai chung cim A va mét chung cim B.
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Bang 13.1. Cac vaccin vi khuan dung dé phdng bénh nhiém & ngudi

Vaccin Nguyén ligu Quy trinh Thit hoat lyc Thit an toan
Anthrax MOi truding 1. Tach khang nguyén ©Ojnhlugng 3 +3  Loai trir B.
nudi c&y cta B. phong v8 khdi mdi & chudt lang th(r  anthracis
anthracis truéng thach véi 8. sérg va d5c
2. H4p phy anthracis t6 anthrax
BCG Nudi cdy cla 1. Ly tAm vi khudn Pém séng; cAdm  Loai tru
té bao BCG khdi méi trudng {ng man ¢adm v4i mycobacteria
s8ng trong mdi 2 Taihoa trong ch4t  tuberculin & ddc; khéng
trvang 1dng 8n dinh chudt lang ¢6 phan lng
hoac trén moi ) da qua murc
trudng rin 3. Pong khd
Diphtheria Nudi cdycla C. 1. Tach va dém dic Pinh fugng 3+ 3 Tiém chiing
(adsorbed) diphtheriae adc td d chuét lang thit  chuét lang
trong mai 2. Chuyén déc t§ thach tiém trong  foai trir ddc t8
trirang 1dng (toxin) thanh .giéi da6c da (intradermal con du
t6 (toxoid) challenge)
3 HEp phy giai ddc t8
v3i ta chit
Haemophilus  Nuédi cdy clia 1. TAch Uéc tinh ham
influenzae H. influenzae polysaccharide nang luong
type b type b 2. K&t hop v6i protein  polysaccharide
nang
Neisseria Nudi cdy clia 1. K&t tha vé6i Uéc tinh ham
meningitidis N.meningilidis  hexadecyltrimethyam  luong
type AvaC serotyp AvaC monium polysaccharide
bromide hang
2. Hoa tan va tinh ché
3. Trén
4. Bdng khd
Pneumococcal  Nugi cdy 23 1. Két tia Udc tinh
polysaccharide serotyp cia polysaccharide v4i polysaccharide
Strep. ethanol béing phuong
pneumoniae 2 Tean véivaccinda  Phap héaly
gia
Tetanus Nudi cdy cla 1. Chuyén d6c t& Binhlugng3 +3  Tiaém ch'ing
(adsorbed) Cl. tetani trong  thanh gidi déc t& & chuédt nht thi  chudt lang
m&i trudng I16Ng 2. Tach va tinh ché thach tiém dudi  loai trir déc t6
qidi ddc 18 da véi d6c 16 chua gidi ddc
A 3. Hép phy véi ta chat  |U6" van 16 can du
Nguyén t& bdo Nubi cdy cua 1. Giét bAng nhiét Cam img khang
thuong han Sal. typhi ho3c phenol thé & thd
(Typhoid trong méi 2. Tach va huyén troc
whole cell) trudng 16ng vi khu#n trong nuéc
mudi
Khéng nguy&n  Nudi cdy cla Chiét khang nguyén Uéc tinh khang
polysaccharide Sal. typhi nang nguyén nang
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Vaccin Nguyén liéu Quy trinh Th{ hoat lyc Thir an toan

nang Vi c‘ﬁa trong méi
thuong han truding 16ng
(Typhoid Vi
capsular
Polysaccharide
antigent)
Vaccin thuong  Nuéi cay cla Péng nang Udc tinh ham
han s8ng chiing lugng vi khudn
live vaccine) Ty21A
Nguyén té& bao Nudi ciy cia 1. Thu hoach Pinh wgng 3 + 3 Loai trir Sal.
ho ga B. pertussis 2. Giét bing formalin @ chudt nhat thlt  typhi sdng
(Pertussis) trong méi N thach tiém trong  ge tinh vi
trudng 16ng 3. Huyén troc nao véi Bord. khugn téi
hoac trén méi pertussis séng  nang 4o gidi
trudng ran han 20 x 10°
cho mét liéu
trén nguai;
Thir tang
trong @ chuédt
loai trir ddc 46
con du
Ho ga Nuéi cay cda 1. Thu hoach Nhu vaccin Thir tang
(Pertussis) B. pertussis 2. Chiét va trén cac nguyén té bao trong fz’ chudt
{khéng c6 t& thanh phan cba t§ bao hoga Iﬁ";{: tc'!g doc to
bao)

Bang 13.2. Cac vaccin virus dung dé phong bénh nhiém & ngudi

Vacein Nguyén liéu Quy trinh Thir hoat lyc Thir an toan

Viém gan A Té bao ludng 1. T4ch virus khoi t& Thit ndng dé Tiém chlng
boi ngudi nhiém  bao khang nguyén t& bao nuéi
v8i virus viém 2. B3t hoat vai HCHO  bang ELISA cay loai trif sy
gan A ' hién diién cita

f\l'(-i(flr-)l)phu vao gel virus séng
. ]

Viém gan B Té& bao ndm 1. Tach HBsAg khdité  Thir dd khang Kiém tra su
men bién ddi bao ndm men nguyén hoac thtr  hién dién cla
gen biéu hién 2. H&p phu vao gel HBsAg bing ADN nam men
khang nguyén AI(OH), ELISA
bé mat

cum Dich tui nidu tr 1. Thu hoach virus Thit ndng ad Tiém ching

(virion tach ra) Phoitringga 3 ppa va bang tac haemagglutinin  phéi trimg ga
nhiém virus nhan hoat dong bé bing khuéch tan  loai trir virus
cum AvaB mat T mién dich séng

3. Trén cac thanh (immunodiffusion)

phan ciia cac typ
huyét thanh khac nhau
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Cim
(khang nguyén
bé mit)

Quai bj

Bai liét
(bat hoat)
(Salk type)

Bai liét
(s6ng hoac
uéng)

(Sabin type)

Dai

Rubella
(sdi Dirc)

Varicellat
(thdy dau)

Sét vang

Dich tui nigu tu
phoi triing ga
nhiém virus
cim Ava B

Té bao phoi ga
nhiém virus sdi
giam déc iue

Té& bao phdi ga
nudi cay nhiém
virus quai bj
giam déc luc
Té& bao ludng
bdi ngudi nubi
cay nhiém véi
ba typ huyét
thanh virus bai
ligt

T& bao nubi cay
nhiém vdi timg
loai ¢cla ba typ
huyét thanh
virus bai liét suy
yéu

Té& bao ludng
béi ngudt nudi
céy nhidm vdi
virus dai

Té& bao ludng bbi
nguai nudi cay
nhiém véi virus
rubella suy yéu

Té bao ludng bodi
ngudi nhiém véi
virus thly dau
(varicella) suy yéu
Dich déng nhat
trong nudc cla
phoi ga nhiém véi
virus st vang
170 suy yéu

1. B&t hoat va pha v3

2. Tach
haemagglutinin va
neuraminidase

3. Trén cac

haemagglutinin va
neuraminidase cla

cac typ huyét thanh

khac nhau
1. Loc
2. béng khd

1. Loc
2. béng khé

1. Loc

2. Bat hoat véi
formalin

3. Bam dac

4. Trdn virus cla ting

typ huyét thanh
1. Loc

2. Tron virus clia ba
typ huyét thanh trong

moi trudng 8n dinh

1. Loc

2. Bat hoat vai
betapropiolactone

1. Loc

2. Trén vai chét 8n
dinh

3. bong khd
1. Loc
2. Bong khé

1. Ly tam loai bd
manh v3 t& bao

2. bdng kho

Thif néng dé
haemagglutinin
bang khuéch tan
mién dich

Binh ludng dd
gay nhiém té&
bao nudi cay

Pinh luogng do
gay nhiém té
bao nuéi cay

Cam (mg cac
khang thé vdi
virus bai liét & ga
hoic chuébt lang

Binh lugng doé
gay nhiém cla
timg loai cba ba
typ huyét thanh
virus

Pinh lugng 3 + 3
4 chubt

BPinh luong do
g4y nhiém t&
bao nubi ciy

Pinh lugng d6
gady nhiém té
bao nudi cay

Pinh luong 46
gay nhiém t&
bao nubi cdy

Tiém ching
phai tritng ga
loai trir virus
s8ng

Kiém tra loai
trit su hién
dién cla
virus thira
Kiém tra loai
trir su hién
dién cda
virus thira
Tiém ching
t&€ bao nudi
cady va day
thy khi @é
loai tru virus
séng

Kiém tra su
suy yéu béng
tiém ching
day tly khi va
so sanh véi tén
thuong sinh ra
bdi vaccin d6i
chiéu

Tiém chiing
té bao nuoi
cay dé loai trur
virus séng
Kiém tra loai
tris suf hién
dién cla
virus thira

Kiém tra loai
trlr su hién
dién cda
virus thua
Kiém tra loai
trif su hién
dién cia
virus thira

Ghi chii: Céc vaccin séi, quai bi va rubella thusng ding dang vaccin phéi hap sdi/quai bi/rubella (vaccin
MMR- Measles, mumps and subella vaccines). ELISA, enzyme—linked immunosorbent assay.
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3.6. Ki€m soat chat lugng

Kiém soat chat lugng vaccin nhim dé€ ddm bao vé hiéu qua va 46 an toan cua
mai 16 san phidm. Viéc kiém soat dugde thuc hién theo ba cach: (1) kiém soat trong
qué trinh; (2) kiém soat sAn pham cudi va (3) yéu ciu phi hdp cho médi nguyén
lidu san xuat ban dau, trung gian, san pham cudi va cac phuong phap xu ly. Cac
két qua kiém, tra kiém soat chat ludng ludn duge ghi chi tiét.

Kiém tra db an todn gém cac kiém tra tdng quat 1a: (1) D6 vé trung, (2) Khéng
c6 doc té bat thusng, (3) Su hién dién cia nhém va cala, (4) Formalin tu do vi
(5) Nong db phenol.

4. TA CHAT MIEN DICH

Ta chat (adjuvant) 1an diu tién dudc md ta béi Ramon nhu nhing chat “gigp
d3” khi thém vao lAm khang nguyén tao dap iing mién dich manh hdn so véi khi
chi diung riéng khang nguyén. Tit d6 nhiéu loai chat thién nhién va téng hop
duge thi va da tim ra mot s& loai ¢6 hoat tinh ta chit. C6 thé chia ta chit thanh
hati loai chinh:

— Céac hé théng van chuyén (delivery system)

~ Ta chat kich thich mién dich (immunostimulatory adjuvant).

Céc hé théng van chuyén gém c¢é cac ti chat thudng nhu phén (alum), cac
Liposom, céc vi tiéu phan (microparticle) va nhii dich ddu/nuée. Co ché hoat déng
cla cac ta chat nay chua duge biét rd, nhung nhiéu loai tao tich tu tai chd tiém,
lam khang nguyén phong thich cham va kich thich cac t& bao ciia hé thong mién
dich thiAm nhap. Ngoi ra, day 1a cac chat thé va khéng xic dinh r3, c6 kha nang
pha hily md nghiém trong tai chd tiém. Thuc t& 13 hiéu qua ctia mét s6 ta chat
nay tuy thude vio mic d9 pha huy mé, cic chit giy pha hiy mé nghiém trong sé
c6 hoat lue ta chat manh hon.

— Cac ta chit vb cd théng thuong nhat 14 hai muéi nhém phosphate va nhém
hydroxide, dude dung trong cac vaccin cho nguoi. Viéc dung ci¢c mudi nhém lam
ta chat khong thuan 1gi 14m vi tac dung cta ching 1a do cdm ting viém tai chd va
do d6 ¢é tac dung phu. '

— Cac ta chit hilu co nhu hgp chit hitu co Squalene cung duge dung trong
cac vacein cho ngudi. Tuy nhién, cac ta chat hitu co thuong dude dung trong vaccin
déng vat.

- Cac ta chat 1a dau thuong dude dung trong vaccin déng vat. Ta chat Freund
la nhid dich khang nguyén trong diu khoang, dung lam tang mién dich
(immunopotentiator). Dang hoan chinh cua ti chit (CFA) nay cé mycobacteria
(thuong 1a Mycobacterium tuberculosis — tac nhan giy bénh lao) bat hoat va khé.
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Dang khéng hoan chinh cta ta chit (IFA) nay khéng cé mycobacteria. T4 chit
Freund bi cAm dung cho nguoi vi doc

— Cac virosome chita hemagglutinin gin mang (membrane—bound hemagglutinin)
va neuraminidase dan xuét ti virus ciim va lam khué&ch dai hoat tinh kich thich
dung hgp va do d6 lam dé dang hap thu vio cac té bao trinh dién khang nguyén
(antigen presenting cells [APC]) va lAm cam Uing qui trinh khang nguyén tu
nhién. Chuyén tai khang nguyén bang cic virosome vao hé théng mién dich nhu
thé rat an toan.

Trong nd luc tim ki&€m va phat trién ta chit c¢é hoat tinh phong vé mién dich
ma khéng giay pha huy md nghiém trong, cic ta chat la cac thanh phan cta vi
sinh vat (Bang 13.83) va cé hoat tinh t4 chat tuy thude vao kha ning kich thich
mién dich bam sinh da dude quan tim. Thue t&€ mdt vai thanh phin dan xuit tir
tic nhan gay bénh nhu ngoai déc t& cia vi khuan (lipopolysaccharide — LPS),
thanh phin mycobacteria ctia ta chat Freund hoan chinh, acid ribonucleic sg¢i
don (single-stranded ribonucleic acid — ssRNA), va ADN vi khuén, gbm ¢6 CpG
ADN t8ng hdp, c6 thé tao cac tin hiéu “nguy hiém” nén c¢6 hoat tinh ta chét.

Bang 13.3. Vi du cac ta chét kich thich mién dich bam sinh

Ta chat Bing ching hoat tinh ta chat g:

CpG deoxyribonucleic acid Gia slc, cim, Ign, ngua, khi, ngudi, déng
véat phong thi nghiém

Cac peptid phong vé ca chi) thé Péng vat phong thi nghidm

Acid ribonucleic sai don va cac imidazoquinoline  Khi, déng vat phéng thi nghiém

Céc polyphosphazene Bdng vat phang thi nghiém, ciru

TU LUGNG GIA

1. Cau nao khéng dung d6i véi vaccin dudi don vi
A. Chita mét phan nhé cia tac nhan giy bénh
B. Dling vi sinh vat an toan hodc t& bao nudi ciy
C. Sit dung vector séng suy yéu
D. Tranh dudc cac doc t& manh
E. Loai bd dude cac thanh phain chua rd hoac dap ing mién dich 14n at
2. Hé thong gidng dé san xuit vaccin
A. Nguén géc phan 1ap tit cac nhiém tring 4 ngudi va chon loc trong phéng
thi nghiém thém.
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B. Bao quan 4 —70°C hoic déng khé

C. Da kiém tra d3 an toan va hidu qua thit 1Am sang

D. Pugc chuan b titng 16 gidng

E. T4t ca

Cau nao khong dung

A. Vaccin “song” gay kich thich d¢ap ng mién dich cao.

B. Vaccin “chét” kém an toan han vaccin “séng”.

C. Vaccin dudi ddn vi it gay tac dung phu hon vaccin “séng” va vaccin “chét”.
D. Vaccin déc té chi chiia cac chat déc 43 bat hoat

E. Vaccin ADN dé& san xuat, n dinh, van chuyén, nubi ciy khéng nguy hiém.
Tac nhan thudng dung dé giét chét vi khuin trong lam vaccin “chét” gdm
A. Chiéu UV

B. Bun néng

C. Chit tiy ué& nhu formalin, phenol

D.BvaC

E. TAt ca

Cau nao khéng dung trong lam vaccin thudng han

A. Tl nudi cAy Salmonella typhi

B. Giét chét vi khudn bing phenol

C. Khang nguyén la dbc t8 ciia vi khufin

D. Khiang nguyén la polysaccharide nang Vi

E. La vaccin “séng” hoac vaccin “chét”

Tinh khang nguyén cua polysaccharide nang tu H. influenzae type b dugc
ting cudng manh khi lién két véi

A. Protein

B. Déc té bach hau

C. Déc t& uén van

D. Protein mang ngoai cua N.meningitidis
E. TAt ca

Cau nao khéng dung trong tach khang nguyén tit nudi cdy virus dé lam vaccin
A. Loc

B. Ly tAm

C. Thu dich

D. Thu sinh khé1

E. Bit hoat
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8. Chat bao quan c¢é thé dung trong vaccin bat hoat
A. 2—phenoxyethanol
B. Thiomersal
C. Cac hgp chat thiy ngan hitu cd
D. M4t 86 tac nhan khang vi sinh vat
E. Tt ca
9. Ta chat mién dich
A. Lam tang dap ting mién dich bdi khang nguyén
B. Lam ting d4 6n dinh cua vaccin
C. Lam tiang tinh an toan
D. Kéo dai thoi gian tac dung
E. T4t ca
10. C6 thé thit hoat luc vaccin bing
A. Dang thi

B. Pém séng

C. ELISA
D. Pinh lugng 48 gay nhiém té& bio nubi cay
E. Tat ca
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Bai 14
HUYET THANH VA KHANG THE

1. LICH SU HINH THANH

Cac liéu phap mién dich thu déng da bit ddu hinh thanh ti cudi thé ky XIX
khi huyét thanh déng vat dude sit dung dé diéu tri mot s6 bénh nhiém nhu viém
phéi, uén van, bach hdu va dai. Huyét thanh ngudi dude st dung 1an diu tién
nam 1907 bdi Cenci dé diéu tri sdi, quai bi va ho ga. Cac chiét xuit nhau thai da
diéu ché& bang cach tiia v6i ammonium sulfate ciing dude st dung va dude xem
nhu ché phdm immunoglobulin diu tién duge sit dung trong liéu phap cho ngudai.
Dén nay nhau thai vin duge ding lam ngudén cung cdp immunoglobulin.

Cac phan tng di ing nghiém trong giap phai khi sit dung huyét thanh déng
vat va cac nguy cd nhiém virus viém gan tit huyét thanh nguoi da giéi han liéu
phap huyét thanh trong cac bénh nhiém nguy cdp dén tinh mang. Dén nhiing
nam 1920 ngudi ta da tach cac chat mién dich ra tit huyét thanh déng vat bing
cach tua bing alcohol hay acetone. Mot trong nhiing ché phidm nhu vay, dung
dich khang thé Huntoon, da dudc st dung dudng tiém trén 400 bénh nhin ma
khéng gap phan tng phan vé hay bénh huyét thanh nao; tuy nhién, sét, tim tai,
va khé thd c¢6 xay ra va din dén t vong ¢ 3 bénh nhéan. Sy phat minh ra khang
sinh vao thap nién 1930 da lam giam nhu ciu st dung liéu phap huyét thanh.
Tuy nhién, né van tiép tuc dude nghién citu, va ngay nay né déng vai trd nhat
dinh trong viéc diéu tri do su bat luc ctia nhiéu tac nhan héa liéu phap va su dé
khang cua khang sinh.

Hién nay nhiéu san phdm sinh hoc dugc dung trong mién dich liéu phap,
trong d6 quan trong nhit 1a cac gamma globulin tinh khiét dé tiém bép (globulin
huyét thanh mién dich chuin — standard immune serum globulin, ISG) va
globulin dé tiém tinh mach (immunoglobulin tiém tinh mach chuén — standard
intravenous immunoglobulin, IVIG). Cac globulin mién dich manh véi ham lugng
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khang thé cao chéng lai mot s tac nhan giy bénh dic thu cing dude st dung.
Cac ché pham khac nhu khang ddc t6, huyét tuong, va che san pham tit mau
khac citng dude sud dung.

2. CAC CHE PHAM GAMMA GLOBULIN
2.1. Globulin huyé&t thanh mién dich chuin

Gamma globulin hay immunoglobulin (viét tit 1a Ig) dudc tach ra lan dau
tién bing k§ thuat dién di nam 1936 va sau d6 nhiéu nha nghién citu di néd Iyuc
trong viéc tach cdc gamma globulin tit huyét thanh véi quy mé 16n. Cac protein
huyét thanh dugc phan doan béng cach tia vdi ethanol duéi cac didu kién pH,
nhiét dé, ndng d6 protein, va luc ion duge kiém soat chat ché. Qua trinh nay lam
giau va én dinh gamma globulin trong huyét tuong vdi ham luong khang thé
kha déng déu trong khi bat hoat hiu hét virus. Cac ché& pham nay dudgc sit dung
dé diéu tri bénh nhidm trong chién tranh th& gidi thd II. Cac ch& pham
immunoglobulin tir huyét thanh ngudi dudc sit dung 1in dau tién vao nim 1952
dé diéu tri trong bénh thiéu hut mién dich. Bén canh d6, immunoglobulin ciing
dudc chung minh la chita lugng khang thé di cao dé ngiin chin hay lam cham
bénh s6i, viém do nhiém, va bai liét.

Huyét tuomF dong lanh
i ¥
Tua lanh Dich ndi
Tua (phéan doan ) Dich ndi
Ttia (phan doan 11 va I1I) Dich nbi
Ttia (phan doan I va ITT) Dich ndi |
Tua (phan doan III) Dich néi
: ‘ |
Tua (phan doan II) Dich noi
l Cac budc hoan thién

v
Immunoglobulin Albumin huyét thanh
Hinh 14.1. Bidu ché immunoglobulin theo quy trinh cia Cohn-Onclay

Cohn phan doan huyét tudng baing cac quy trinh 1am lanh — alcohol @8 thu tlia phan doan |,
Sau d6 ap dung quy trinh clia Oncley trén phan doan (I cha Cohn dé thu immunoglobulin.
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Immunoglobulin tén tai trong huyét thanh 8 ndng d6 600 — 1200 mg/100 ml
6 ngudi 1én, chiing chiém khoang 11 - 14 % téng protein huyét thanh va 80 %
khang thé ctia huyét thanh. N6 dude chia 1am nam loai chinh: A, D, E, G, va
M. Immunoglobulin G (IgG) cé thdi gian ban huy trong hé tuin hoan binh
thuong khoang 25 ngay (35 —-40 ngay d bénh nhidn bi bénh thiéu gamma
globulin mau) va dude tdng hgp & ngudi 16n véi téc dée 35 mg/kg thé trong. Muc
téng hop cua né dude didu hoa bdi ham lugng trong huyét thanh.
Immunoglobulin M (IgM) va IgA c6 néng @6 huyét thanh thap hon va thdi gian
ban hiy ngin hon IgG. Phan tl lugng cia IgG khoang 145.000 trong d6 2,5% 1a
do cic carbohydrate lién két véi diy ning.

IgG c6 thé duge chia thanh bén loai phu (Bing 14.1). Trong d6 nhiéu nhAt 1a
IgG 1 (60 - 70 % téng IgG) va IgG 2 (20 — 30 % téng IgG).

Bang 14.1. Cic IgG

Pac tinh 1gG 1 IgG 2 igG 3 1gG 4
Ty I& trong t8ng hop 1gG (ngudi I6n) (%) 60 — 70 20 - 30 5-10 <5
Phan t lugng (dalton) 146.000 146.000 170.000 146.000
S48 cau disulfid 2 4 11 2

S8 acid amin trong viing ban |& 15 12 62 12
Thai gian ban hiy (ngay) 21-23 20-23 7-8 21-23
Gén thu thé Fe

Té& bao don nhan ++ + ++

Bach cau trung tinh -+ . ++ +

Piéu ché& globulin huyé&t thanh mién dich

Globulin huy&t thanh mié&n dich chuin (ISG) dude diéu ché tit huyét tuong
dugc dén lai ti mau cua nhiéu ngudi (>1000 ngudi) cho mau. Viéc don lai nhdm
giam thiéu sy khac biét vé mitc khang thé giita cac ca thé d6i véi cac khang
nguyén dac hidu va ddm bao tinh dac hiéu réng cia khang thé.

ISG thudng dude diéu ché duéi dang dung dich tiém 16,5 % (165 mg /ml) va
tudng duong 20 — 25 1in ndng d6 IgG huyét tuong. Nho d6 ¢6 thé sit dung mét lidu
tiém nhé dé dat dude hidu qua mong muén. Do dé nhét cao ctia ché pham, né chi
c6 thé dung tiém bip hay duéi da, thudng véi mdt kim tiém 14n (16 — 18 ga). Udc
tinh 1 g cha ISG chita 4x10'® phan tit khang thé véi trén 107 loai dic hiéu khac
nhau. San ph&m, du tudng d81 én dinh § 4°C, ¢6 thé vin bj phan huy, c6 1& do
nhiém plasmin. ISG ciing ¢é thé chia cac chit quy dinh nhém mau, IgA, va IgG
nhi trung. Sy hién dién cfia IgA c¢6 thé giy s6c phan vé d cac bénh nhén thiéu IgA.
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2.2. Immunoglobulin dung tiém tinh mach (IVIG)

Ban dau, cac ché& phdm immunoglobulin duge sit dung dudng tiém bip. Tuy
nhién tiém tinh mach gamma globulin dé chiu hon tiém bap hay tiém duéi da,
lam bénh nhan dé& tuin thu, va dong thdi ciing cung cip lugng khang thé lén
hon. Diéu nay dac biét quan trong 3 cac bénh nhan c¢6 hé co nhd (tré em) hay
hoic thiéu dién tich da (phdng), nhitng ngudi ¢6 nguy cd xuit huyét khong kiém
soat duge (bénh Wiskott—Aldrich hay cac tang dé chay mau khac), hay nhiing
ngudi can su dung liéu 16n lap lai nhiédu lan (suy giam mién dich) hoc cin dap
Uung liéu nhanh (bénh nhin ngd ddc). Hon niia, viée tiém tinh mach tranh duge
su thoai héa cuc bo clia khang thé trong ISG tai diém tiém. Tuy nhién, viéc tiém
tinh mach c6 thé gay nhidu phan iing phong vé hay mién dich nguy hiém.

Dé tranh cac phan 1ing ¢6 hai, cac phuong phap mdi dude sit dung dé loai b
cac két tAp ciia immunoglobulin ¢é phan tit lugng cao. Mac di ching ¢6 thé duge
loai bing cach ly tAm, nhung su két tap mdi cé6 thé xay ra trong qua trinh bao
quan va mit khac ly tAm khéng thuc hién dudc trén quy mé 1dn. Cac phudng
phap mdi dudc phat trién d€ khéc phuc cac nhude diém nay nhu didu chinh vé
pH 4 véi su hién dién cia mét it pepsin, sid dung poly(ethylene glycol), tua
ethanol, siéu loc, va sic ky trao déi ion. Cac ché& pham IVIG tinh ché tit huyét
thanh ngudi dén lai, dugc tiét trung bing phuong phap pasteur, ching c¢6 hon
95% IgG khéng thay déi véi doan Fec con chic nang nguyén ven va chi ¢é6 mét
lugng nhd IgA hoic IgM.

Céc ch& pham IVIG thudng dude én dinh bing cdc dudng don hay déi nhu
maltose hay glucose. Cac chit nay lam gidm dang ké tac dung phu khi tiém
truyén IVIG, c6 1& do giam két tia hay k&t tap. Maltose c6 thé gay lgi tiéu nhe.
Céc ché phim IVIG c6 chia 5% — 10% gamma globulin cho th&y ¢6 hiéu qua.

2.3. Globulin mién dich manh va khang déc t6

Globulin mién dich manh 12 cac ché pham ISG cé ndng dé cia mdt khang thé
dic thi cao. Chuing duge diéu ché tit huyét tuong cia bénh nhin vita khéi bénh
ho#c ngudi c6 dap dng cao véi viée tiém chung hay sy nhiém td nhién. Khang
déc t& dude sit dung trong trutng hgp bi ngd déc véi déc t& bach hau hosic
botulinus dudc diéu ché tit huyét thanh ngua hay noc ran.

2.4. Cac diéu kién san xuit

WHO dbi héi san phadm immunoglobulin phai thda mén:

1. Duge diéu ché tit mau cia it nhat 1000 ngudi cho;

2. Khéng chita kinin, plasmin, va hoat tinh prekallikrein;

3. C6 ham lugng IgA thip;
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It c6 su hién dién ctia cac két tap immunoglobulin;
Chuta it nhat 90% IgG nguyén ven, khong bi phin doan;
It bi bi€n ddi dé gifi cAc hoat tinh nhu opsonin, bé tic thé,... ;

NS O

Chua tat ca cac loai phu cia IgG;

8. Co6 luong khang thé cao d6i véi it nhat hai loai vi khuan hay dée t6 va hai
virus (dudc xac nhan bang thii nghiém trung hoa);

9. Chtta it nhit 0,1 IU khang thé viém gan B va ¢é hiéu gia 1:1000 d6i vii
viém gan A.

Hon niia, nha san xudt phai chi rd chat pha loang va bat ky cac bién déi hba
hoc nao dude dung. Sdn pham dude xép vao loai immunoglobulin mién dich cao
chi khi muc khang thé cao hon it nhat nam 1an so véi ché pham [SG chuan.

Cac yéu cAu vé an toan gom thdi gian ban huy cua IgG va kha ning truyén
virus (dic biét HIV, viém gan B va viém gan khéng A, khong B).

3. DU PHONG BANG GLOBULIN HUYET THANH MIEN DICH

Gay noéng db6 thu déng bang ISG duge khuyén cao dé du phong ngan han cac
bénh khéng ¢6 vaccin hay khi mién dich chia déng khéng thuc hién duge trudc
khi tiép xtc véi bénh; né nén dude dung trude khi ti€p xiic hay trong giai doan u
bénh. Trong cac truong hdp nay mién dich chii dong van nén dude ap dung vi
khang thé dude thanh lap bdi vaccin sé cho su bao vé dai hon. ISG ciing duge st
dung nhu liéu phap thay thé khang thé & cic bénh nhan thi€u immunoglobulin
huyét thanh (vi du bénh thiéu gamma globulin mau).

Cac bénh duge du phong ngan han hiéu qua bdi ISG bao gdm:

Viém gan. ISG c6 thé ngan chan hay lam thay déi difn bién viém gan A,
Liéu I1SG d€ diéu tri viém gan A 1a 0,02 mL/kg thé trong. Cho khang thé mién
dich cao cling ¢6 trén thi trucong. Trong trudng hgp viém gan B, ISG khéng dudgc
khuyén cio ma thay vao dé nén ding globulin mién dich cao. Mic dia 1SG c6 thé
lam giam tdn sudt viém gan sau khi truyén mau nhiém, viéc st dung dé du
phong viém gan khéng A, khéng B khéng dudc chi dinh uu tién.

S4i. Viée st dung huyét thanh ngusi méi khdi bénh dé lam thay dé6i dién
bién bénh sdi da duge ghi nhan tif ndm 1907. ISG ciing dude ching minh c6 thé
ngan chin hay lam suy y&u bénh sdi. Tuy nhién, chuong trinh tiém ching sdi ti
niam 1963 di lam giam dang ké kha nang mic bénh. Do dé ISG hién nay chi
dude diing cho tré so sinh duéi 1 nam tuéi hay ngudi suy giam mién dich trong vong
6 thang ti€p xuc vdi bénh séi dang tién trién.

Bai liét. Néu dung sém, ISG ¢6 thé lam thay déi cac bién ching liét ctia bénh
bai liét. Liéu diing d ngudi chua tiép xdc la 0,15 ml/kg thé trong.

100088 RON{ SEHOT DTN
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Du phéong nhiém tring 8 cac bénh nhan bi giam gamma globulin mau. ISG
tiém bip liéu 100 mg/kg mdi 3 — 4 tuan dude khuyén cao. Liéu nay duy tri mdc
tudn hoan ciia IgG trén 200 mg/ml va va dd dé bao vé chéng lai nhidu bénh
nhiém.

Rubella. ISG chudn khéng dang tin cay trong viéc thay d6i dién bién bénh
rubella. Khang thé néng a4 cao nén dude si dung. Tuy nhién, ISG dude khuyén
c40 & phu nit ti€p xiic véi bénh trong giai doan dau mang thai.

4. DU PHONG BANG GLOBULIN MIEN DICH CAO

M6t sé globulin mién dich cao di c6 mat trén thi trudng.

Bach hau. Khang déc t6 bach hdu dude thu tit mau ngua dude ching ngua
véi doce t& bach hau. Can thi nghiém tinh man cam véi huyét thanh nguya trudc
khi stt dung. Dé du phong, 1000 — 5000 IU khang déc t& dudc tiém cho ngudi ¢6
thit nghiém Schick (dé kiém tra sy nhay cadm véi bach hiu) duong tinh tiép xic
véi bach hau. Lidu cao hon (20 000 — 80 000 IU) duge dung dé didu tri.

Viém gan. San phiam globulin mién dich cao cho viém gan A da ¢ trén thi
truong. Truong hogp viém gan B, globulin mién dich cao dudc dung sau khi cé
tiép xvc trén niém mac hay duéi da (bao gdm ca tiép xtc sinh duc) & cic ca thé
cé khang nguyén duong tinh. Diéu nay ciing duge khuyén cao dai véi tré so sinh
cna b me ¢6 khang nguyén duong tinh. '

Quai bi. ISG khéng c¢6 hiéu qua trong bénh nay nhung globulin mién dich
cao cb tac dung.

Ho ga. Globulin mién dich cao lam thay d6i bénh. Vi dy, tiém 2,5 ml gamma
globulin mién dich cao khang ho ga vdi liéu nhéc lai sau 5 — 7 ngay lam giam
75 % tinh trang bénh 3 ngudi cé tiép xtc chua dude mién dich. Tuy nhién, khang
sinh c6 thé dudc st dung tét hon trong trudng hdp nay.

Dai. Globulin mién dich caoc duge khuyén céo cling véi viée chiing ngira sau khi
tiép xtc vdi virus dai, vi cho hiéu qua t5t han chi diing ching ngita bing vaccin.

Globulin mién dich Rho(D). Pudc khuyén cao cho cic ba me c¢6 rhesus 4m
tinh dang sinh con rhesus dudng.

Uén van. Mitec khuyén cao hién nay 14250 IU tiém bip d6i véi ngudi khéng
ro di chiing ngira hay chua va ngudi ¢6 vét thuong nang. Pé diéu tri tinh trang
udn van lam sang, liéu khuyén cao 1a 3000 — 6000 don vi.

Piu mua. Globulin mién dich cao duge ding dé du phdong dau mua va diéu
tri cac bién chitng da khi chiing ngita.

Thuy diu. Ché phim mién, dich cao véi thiy dau duge chi dinh cho ngusi
tiép xic vdi bénh cadp va thudc nhém nguy cd cao (s6 sinh hay bénh nhan suy
giam mién dich), va phu nd mang thai.
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5. MIEN DICH LIEU PHAP VOI KHANG THE PON DONG

Khi tiép xuc vé khiang nguyén, hé mién dich sé tao ra mot hén hdp khang
thé, khang thé da dong, ¢6 thé gin va trung hoa khang nguyén dé6. Mbi khang
thé gian véi mdt epitope khac nhau trén tac nhan giy mién dich (khang nguyén)
va dude san xuit boi mot dong lympho bao B rigng, khang thé don dong. Dong té
bao B nay khéng phan chia dugde nida. Trong céng nghé ngusi ta tach 1iy dong t&
bao san xuit khang thé chéng lai epitope mong mudn va dung hgp né vdi té bao
ung thu bat ti dé tao t& bao lai sdn xuit khang thé don déng tuong Ung.

LLiéu phap mién dich véi huyét thanh nhu trinh bay & trén tuy cé nhiéu
thanh cong nhung do né la mét hén hop ¢ha rit nhidu khang thé nén tinh dac
hiéu d6i v8i mot bénh cu thé kém, trong khi d6 kha nang giy tac dung phu lai
cao. Mat khac viée san xuat huyét thanh tri lidu phu thudc vao ngudn mau cé
gidi han cia ngudi cho mau. Viée stt dung khang thé don dong dé tri liéu c6 thé
khde phuce dude cac nhude diém nay.

Mét s6 khang thé don dong ctta ngusi (human Monoclonal antibody — huMab)
dang dugc phat trién dé didu tri cac bénh khang nguyén nhu :

1. Khang nguyén héng cau: Rh (chitng tiéu huyét g tré sd sinh)

2. Khang nguyén bach cAu: globulin khang lympho bao /t& bao tuyén iic

. Cac khang nguyén virus: viém gan A va B, dai, CMV, HSV,...

3
4. Cac khang nguyén vi khuin: uén van, ndi dac t6, phé ciu,...
5. Dao thai thuée tit mau (qua liéu)

6

. Khang noc ran

:\]

Ngua thai (vi du khang B-human chorionic gonadotropin)

6. MIEN DICH LIEU PHAP TRONG DIEU TRI UNG THU

St dung mién dich lidu phap trong diéu tri ung thu la st dung hé théng
mién dich dé& loai bd ung thu. Didu chi yéu dAu tién 13 kich thich hé théng mién
dich ctia ngudi bénh dé tdn cdng t& biao u Ac tinh. P& ¢6 duge tic dung chéng ung
thu, hoac 12 théng qua hé théng mién dich cia ngudi bénh nhin nhan t& bao u ac
tinh nhu dich dé pha hity, hoac véi cach sit dung khang thé nhu mét duge pham.
Trong ca hai trudng hdp, hé théng mién dich duge hdi phuc sé pha hiy cac t& bao
ung thu.

Nhiéu loai t& bao ung thu ¢é cic antigen khéng binh thudng. Vi du GD2 1a
mét antigen c6 ban chit 1a glycosphingolipid, thudng xuit hién trén phan 16n
cic t€ bao ung thu trong ung thu phdi, bubng trimg, buéu 8 mé mém ... GD2
trong cac trudng hgp niy sé dé dang trd thanh dich tic dong ca liéu phap mién
dich. Mat khac, mét s6 1& bao ung thu cé cac thu thé d mat ngoai ma cic t& bao
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binh thudng khéng cé. Chinh cac thu thé nay chiu trach nhiém hoat héa con
duong truyén tin hidu din dén su phan chia t& bao khéng dude kiém soat. Cac té
bao mang thu thé nay cung sé 1a dich tac doéng trong viée s dung liéu phap

mién dich.

Bang 14.2. Mét s ché pham sir dung trong liéu phap mién dich khang ung thu

Khang thé Tén ché pham s.;lj?ng Dich tac ddng  Chi dinh diéu tri
Alemtuzumab Campath 2001 CD52 Bénh bach cau
cap tinh
Bevacizumab Avastin 2004 Yéu td tang Ung thu té€ bao
trudng mang séc to
trong ca mach
mau
Cetuximab Erbitux 2004 Thu thé cha yéu  Ung thu t& bao
té tang truong sdc1é
biéu bi
Ibritumomab tiuxetan Zevalin 2002 CD20 Bénh bach cau
Panitumumab Vectibix 2006 Thu thé clia yéu  Ung thu té bao
16 tang trudng sacté
biéu bi
Rituximab Rituxan, 1997 CD20 Bénh bach cau
Mabthera
Trastuzumab Herceptin 1998 ErB2 Ung thu v

TU LUGNG GIA

1. Phén biét cac san pham globulin mién dich.

2. Ké tén cac bénh c6 thé didu tri bing khang thé don dong.

3. Visao yéu ciu globulin mién dich phai dude diéu ché tit mau ctia it nhat 1000 ngudi?

J
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SAN PhEM ...ovviiiiivi e 12
TRENE DA ..o 10

THE B8 DAl ..evveerrrevecresrreserresereseerreseriesenn 10
THE D& MO oovv oo 10

FANG oo 11
VIBENAM oo 14

XaNh 10

Y=DUGC ..cooiiieiriiriccreien e rene e e 12
Cong ngh& t€ bao 96C .....oocovvicviiiiciiien. 201
KO KhAN .o 207
Congenital Sucrase—Isomaltase Deficiency 175
Conjugate vaccine . ..285
Corynebacterium glutamlcum 121 122 123 ......
................................................................... 124,125

COS c.oieiitiaeie e ececeeeni e 224
Cosmeceutical .........ccoceecnieiiiinin00 .82
CoSMId ..o ...215
Crotalis atroxX .......cccccoeeeeciiiiniiiiciiee e 284
CSID. Xem Congenital Sucrase—Isomaltase
Deficiency
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D Enzym c8 Ainh ..o, 158, 163

K§ thudt .o 162
g:\ics ......................................................... ;gg san xudtthude ... 181
Bl s (NG AUNG oo oo 159, 181
an SINh hOC ..vvvvvi e, 251 VAt liéb 160
DAU ..o e 41 BT e
DEAE SEpharose .............ooooorvrevrvvorereoronn 243 E"i‘;’z ::;gﬁ“ """"""""""""""""" 170, 176, 1;;
AEOR oot 213 NGUBR ENZYM —oooeooooooeoeeeeosoooerooo 172
Dermggraft ................................................ 200 N S 174
DeXtrn .\ e 40 AUBO I0H oo 172
g%S—a """"""""""""""""""""""""""" i g’g S 170
D:esoc;(lytrernxun """""""""""""""" 21 ’2;9 Enzym immunoassay ..............ccccoeeeeeennn 256
T Hang G o Enzym-Linked Immunosorbent Assay ....... 258
Dl.phtherlla e s 290 Enzym—Linked Immunasorbent Assay .......258
Diphtheria diphtheriae ..............cccoccivvnvinn. 290 EBOGEN oo 199
D0 ha 1AM DXY .oovvvvvevevecrsissss s 54 ELBIUR o304
B?an Klepow ............................................. 218 Eremothecium ashbyii ... 136
Q?ng KRG ot 35 ERIC oo 270
ggng I’q‘a‘nh‘ ..................................................... 35 Erwinia carotovora ... 180
onglte’bao ............................................... 192 Erwinia herbicola ... 128, 142
p?t 1 G TP PRURUP 192 EryIrOMYGIN oo 72.75
lién tyc ................................................... 192 SAN OB oo 72
SOCAP .oiiiiieiiiie e 192 SINN NG NOD vvvvvvreeoeereee, .75,
D?rne.afe ..................................................... 175 Erythropoietint voo.vv.oooooveeesorro 230
bt l?'en, BON ittt .234
e 27 SAN XUBL oo 233
bot ble.n dle_u ROA ... 29 N 235
bot bié.n NGAU NNIBA oottt 27 Ehionin ....ooovieciii e 30
Pot bién nhAntao ..o, 27
DUGE MY PhAM ..o 82
DUGC thUC PHEM ..ot 82 F
Fermenter. Xem Noi 1én men
E Fleming Alexander............c.ccooeeiviiennieneeenn, 61
EIA. Xem Enzym Immunoassay French—press ........ooceeeeiiiiciiiiniinnieeniiiee e 153
Electroporation. Xem Tham dién FUSION Protein .........ccocovvevvevennen. .227

ELISA. Xem Enzym-Linked Immunosorbent
Assay

Enzym G
Chigttach ..o, 153 Galactosidase ...........c........ virreenieenn.. 158
COAC i 153 Gamma globulin .................... ....-.298, 299
COAINN oo 158  gap-LCR.....ccccceenrn oo 266
KELIAA oo 154 Gay dét bién ... rvierrieena: 28
NGUAN CUNG CAP .oovveeveievirreeenne 149, 152 GeNndiCiNe ....cccoocvvvvieiiciiiiieec e sire 00, 203
SAN XUBL oo 152 Globulin mién dich ...........ccccocceviiicnnnne...... 298
ST AUNG vt 146 Gluconobacter melanogenus ...................... 140
R CAON LOC ..o eeeeevreeeesreeee e, 146 Gluconobacter oxydans . ..........ccoene.. 140

Enzym cit QiBi NAN v 216, 222 Glucosylceramidase ............occ.cccceveeeeen . 178
CRUC NANG ovvereereereeeeeeee e se e 216 Glutamatdehydrogenase .............cc.coceene...... 57
PhAN 1081 ..o, 217 Gonal-f ....cocciinii s eeee2, 199
vitrinhan dién ... 217 GRAS .. e 22
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H

Haemophilus influenzae ............ 215, 285, 290
Hansenula polymorpha ............................. 227
Herceptin .....ccoooiiveeie 199, 304
Herpes SImplex VIrus ..., 251
Heterologous vaccine ..............cccoeeeeieen 286
Heterotypic VACCINe ... .....cccooceeveeieieiiiinnnn, 286
HIS—ag oo 214
HSV. Xem Herpes simplex virus

huMab .. 303
Hyaluronidase ..., 178
Hydroxy—L—-Proline ... 131
Hydroxyphenylglycine . ... ..., 130
HyQ" Sphere™ ... e 198
Ibritumomab ........cccooiiiiee e 304
IDUPFOIEN .. i i e 188

ICM 206, 207 Xem Inner Cell Mass

IdiotypIiC VACCINE .. e 285

IFA. Xem Immunofluorescence assay

IFN. Xem Interferon

immunofluorescence assay ..........cocceeeneee. 256

Immunoglobulin ... 297
FBUChE oo, 299
duphdng ..., 301, 302
phan loai ......... ... 284
SAN XUAL .oooeivoe i, 283, 286, 300
tiém tinhmach ... 300

INSUIN oo e e 243
insulin nguai crb ..o 245
insulin ngudi prb ........... ETUUORUPROIOIN 245
SAN XUAL oo 244

Inter cell Mass ..o 207
interference RNA. Xem ARN can thiép

Interferon ........oooeeeei 236
hoattinh ..., 238
phanloai ..o 237
inh ¢h& ..o 240, 242, 243
e TR 237, 238, 241
Y e 237, 238, 239
B e 237,238, 241, 242

IRNA. Xem ARN can thiép

ISG e 297

IVIG 297, 300

J
IM e e 212
IM e 212

K
KallKrein ..o 179
KapOSi ..vvviiieiiiiiie e, 237
KELDONG oot e 153
KRANG AOC 8 ..o 300
Khang sinh .......cccooniii e, 61-78
KRoAng chalt ..o 43
Khoi t€ DAO troNQ ...veoevi e, 202
Kiebsiella pneuminiae ..............cc...cco i, 39
Kluyveromyces fragilis ...............cccceei i 178
Kluyveromyces maxianus ...................cc........ 42
Kogenate ........ccooiiiiiniiiiiii i 199
Ky thuat bd sung alpha ..o, 242

Ky thuat hap phu mién dich lién k&t enzym ....258

Ky thuat khuéch dai acid nucleic ................ 262
phat hién san pham ..., 267
Ky thuat mién dich ..., 273
Ky thuat mién dich huynh quang ............... 258
Ky thuat mién dich men ..........cccoooeeveeenne.. 256
K¢ thuat mién dich phédng xa ......cc..ccevvvn. 256
Ky thuattao dong .........cceeeeeee 220, 223, 224
bién ddi hau dichma ..................... 227,228
cat-NBI ADN ..o 222
chon loc thu vién gen ..., 224
dua gen vactE bao ..o, 222
PhAge . i 224
plasmid ... 223
tao doan ADN ..o, 220
tEDA0ChO Lo 227
B LU NBA i 226
1EnG haP ADNig ..ooovirciiieicicevie 220
Ky thuat thao tac gen .................... ETTTTR 220
L
LACtase ..o 178
Lactobacillus delbrueckii ...............cco..... 97, 106
Lactobacillus johnsonii .............cceevvvieivniin 90
Lactobacillus plantarum ........................ 91, 104
Lactobacillus reuteri .............ccoccceveccovvecnnnean, 91
Lactobacillus rhamnosus ..... 88, 90, 92, 93, 95
Lai phan td ..o 259, 260
doan dich ..oooiiiiieei e 260
doan do ADN ... 260
L=AIBNINE (o e 127
LAM KW oo 35
Lamivuding .........ccoo i 189
Laronidase ......ccccoviiieiiiiiee e 174
L-Aspartic Acid ..o 126



LCR. Xem Ligase chain reaction

L=CWYLEINE 1vviviiiieiiiiieece e 127
L-DOPA ... 128
LEN MEN i 21
BAN FAN ..o 50
bémat ... 50, 115, 1186
Chim 50,52, 116
cONg NGhIEP ...vvvvvviiiieiiiiiieeeie e, 20
fed-batch .........cocooi 49
GEAM SAt ... 58
QIAN dOAN ....oveiiiiie e 48
RIEU KN .o e, ....49
RO v 10, 49
KM e 49
KY KW o 49
KY thUAt ..o 50
liéntyc ............. U RO 48
Yo TR 50
PhUong PhAP ..., 48
VOIUNG v 49
yEU LS APh hUdNg ... 53
Lentivirus .......cooveieiieeeee e 250, 251
L-Glutamic acid ...........ccccveenirecinncinnennn, 121
Liéu phap gen ......ccooeeiiciiee e, 250
hé thdng chuy8n gen .......c.cocoeveveueee... 251
NGQUYEN 1Y ovveiiiiiiciiiic e 252
Y=Y (o 249
Lidu phap tE BAO ......ocveevieeeeeiircee e, 199
Ligase ..o, 219, 221, 265
Lipase ...cccoooieeiiiiiiee e, 177, 187
LIiPOPIEX .eoiiiiiiiiiiiee e 251
LIPOSOM ..ot 251
LLYSING ..o 123
Loc chdy qua .....c..ocoveiiiec e 153
LSD. Xem Lysosomal! Storage Diseases
L-Threonine .........cccocoeiiiiiiiiiiiin e 125
Lysosomal Storage Diseases .................... 174
LYSOZYME ..o 176, 178
M
MAb. Xem Monaoclonal antibody
Mabthera ... 304
Manton — Gaulin ... 153
Matmia ... 39

Matrex Gel Blue A ..
MCS. Xem Multiple Clomng Slte

MetRionin .........cccooiiiiiiiecc e 30
Microbacteriumm ammoniphifum .................. 120
Micrococcus glutamicus ............................. 118
Micrococcus luteus ............ccccvcceeieeieeirer.... 18
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Microencapsulation .........ccooceonn... e 167
Mién dich liéu phap ..........ccceeeien. 297, 303
AUPhONg ..o 301, 302
khang th€ don dONg .......c.ocoveeeeveeeeenn.. 303
ungthu ................, TR UUSTPUUON 303
Mo trudNg ..o e 36—45
Mo truong cong nghiép .....ccccooevvieeeein i, 37
Mbi trudng nudi cay
CODAN oo 193
(076 J=Tc J OO 36
GIT GIONG .ot 45
Phan 10ai . .....ccoooiie 284
& baoddngvat ... 45,193
1€ bao thue VAL ..o 45
thanh phan ..........cccooovviieiin. 37,38, 194
Mo trudng phlfc ... 37
MBI truSng tENG hOP ..o, 37
Mucor periformis ............cc.cocoivccnneinnreiennins 114
Multiple Cloning Site. Xem Vung tao dong
Mycobacterium bovis ...........ccccoceeeiiiiiiie. 284
Mpycobacterium tuberculosis ............... 124, 293
N
NAAT. Xem Ky thuat khuéch dai acid nucleic
NEPIOXEN ..ot 147
Neisseria meningitidis ............cco.cooivvivinn 290
Ngan hang ching ........ccooceeeviiieiiiie e, 24
Nguén carbon ............... 38, 65, 115, 120, 129
NQudn nitd ..., .....41, 65, 106
NG IBNMEN ..o 49, 184
EN2YIM (oot 184
NUOI CAY tE DAO .....ooveee e 196
thang KNUAY ..o, 46
N phén img. Xem Né&i I&én men
NBISONIANG .o 196
Nucleoside déng déng ................................ 186
Nuée thai NQAM bAP ..o 41
NUSE thai sulfit ..., 40
Nubi cay té bao
chatmang vithé .......ccoooooiivieeieen. 197
MOITIUONG ...cvvveiveve v . 193
ENIGE DI v 195
NG AUNG .o 198
Nutraceutical ........., TSP U UOPOPI .82
0.
Oomalizumab ........cccooevivieiieic 199
Ormeloxifene ...........cccooevvvviciiieeien... 186, 187



OFYZIN oo 179

OXidoreductase ............ooeeeeiiiiiiiiiciiieiene 186
P

Pancreatin ...........oooovviiiiiiicieiii, 178

Panitumumab ..o 304

Paroxetinn ...ooooveire e 188

pBluescript Il .........coooiiiii 214

PCR. Xem Polymerase chain reaction

PCR-ELISA ... 268
Penicillin ... 68
G e 63
SAN XUAL ..o 62
SINN ABNG NOP oo, 53
B NRIEN oo e 63
V 68
Penicillium chrysogenum ................. 26, 39, 61
Penicillium juteum ....................cocevveeeeeennns 114
Peniciflium notatum ................ccocceeeieeiiiieneninn 61
Pepsin ... 180
Pepton ......c.....ccoiiininnniiinns reeter e ar e 42
Pertussis ..o 291
PET 214
PFGE ..o 269, 271
PGC. Xem Primordial germ cell
PGEM .. 214
PGEX oo 214
PRAtEDAD ..o, 153
Phage ........cccovviiiviii e 224
Phage lambda ..........cc.cccociiie 214
Phagemid. Xem Cosmid
Phan (mg mién dich .....cccoooovireiincie e, 256
Phenylacetic acid ............ccccccciiiiiiniinncenn, 66
Phenylketonuria .........cccoiiiiie e, 175
PhOinang ..o, 201, 202
Phudng phap kKEL DONG ........ocveeveeeeeen, 153
Phytochemical ...........cccccocvcvviivcviee s veciiens 82
Pichia angusta .............cccccceiiiiiiiieiiian. 34, 39
Pichia pastoris ..........cceeeeveceeiiveennie,, 34, 227
PKU. Xem Phenylketonuria
Plasmid ........ccooviiiee e, 213, 214, 223
pBluescript Il ........ccoooccoii i 214
PET i 214
PGEM ..o 214
PGEX i 214
pucC ...... O OO PP R UUPPTOTORPPTOON 213,214
Plasmin ..o 179
POIYC ..o 220
POIYG e e 220
Polyhistidine tag ...........ccocovvviiiiieiiee. 214

Polylinker. Xem Vung tao dong

Polymerase ............ccco.cvenn. 217,218, 219, 220
Polymerase chain reaction ...........c.c.coece. 263
MUIIPIEX vvvie e 264
real—time ..........cooiiiiiiii e 264
PolypleXx ......ccooeiiiiiiiiiiiie e 252
Polyvalent vaccine ...........ccecccouviionivenninenn 286
Prebiotic ........ccoooviiiiiiii 83, 84
HEU CNI e 86
Preproinsulin .........ccoooviviiiiiiere e 244
Primordial germ cell .............cccooiivicinnnan, 204
Probiotic ..o 83, 85
AN EOAN ... 86
(01311 (G F- TV R 89
eONG NG ... 95
tac dung lam sang .........ccccveveevieieeeenen 90
HEU Chi veovevrvee v 86, 90
Promoter T7 ...oocovveviiiiiicienen e 213
Propionibacterium freudenreichii ................ 133
Propionibacterium shermanii .................... 133
Proteinfai ... 227
Protein tai t hoP ......ccoveveeeeeeeeeee e, 230
Proteus regrettii ................cooociiiicinee 125
Pseudomonas 8eruginosa .............c.cveen, 94
Pseudomonas cepacia ..........cccc.coccueeennen.. 186
Pseudomonas dacunhae ...............ccoceeeeee 127
Pseudomonas denitrificans ........................ 133
PRAC vvvii 225
PUC e 213, 214
Pulmozyme ..., 175
Q
QUAI DL 292
R
Radioactive immunoassay ..............ccceeoo.... 256
Rana pipiens .........cc..cccccvvieieireeiricieenne. 178
RAPD ..ot 269
TECA oot 212
TECAT i e 213
Rep—PCR ...t 269
Retrovirus ...................... e 250, 251
Reverse transcriptase ...........c....cc.eoie 34, 219
RFLP i nvr e 268
Rhizopus arrhizus ................cccoecvvvvveracen e 177
Rhodococcus rhodochrous ......................... 189
RIA. Xem Radioactive immunoassay
Riboflavin . ... 135
Ribotyping .....c.cooviiiiiiiic e, 269



RILUXAN ..o e 304
Rituximab ..o 304
RNA interference. Xem Can thiép ARN
RNAi. Xern Can thiép ARN
RSV e 198
RUbEa ..o 292
S
SACKY toviiei i e, 156
AIUC 158
[0C QB e 156
rao GBI 0N ..oooeeiveeee e 156
tuongtac ky nUSC ... 157
Saccharomyces cerevisiae .. 34, 111, 177, 227
Saccharopolyspora erythraea ................ 61,72
Salmonella typhi ...........ccc...cocciiiiiiiiien 291
SAN XUEL €NZYM .ioviceieeeiiiie e, 152
cdi thien chling ..., 150
ChIBLLACH ... o 153
chudn bi nguyén iéu ..............cccoeevnian. 152
COAAC .o 1583
NN ChE oo e 154
Saphadex ..., 235
SCID. Xem Severe combined
immunodeficiency
Serrapeptase ... 180
SEerratia ...cccccccccicoiiiiiei i 180
Severe combined immunodeficiency ......... 180
STeriCase ... 180
Simulec o 199
SOl it 292
© Somatostatin ... 246
Somatotropin ......coooovvve 246
SO VANG (oo, 292
Sphingomyelin .............ccoeeiiii 177
SAg i 214 -
Stenotrophomonas maltophilia .................. 186
Streptococcus haemolyticus ...................... 178
Streptococcus thermophilus .......... 91,97, 106
StreptodorNAse ...vveeeeveeeeee i 178
Streptokinase ..o 179
Streptomyces aureofaciens ........................ 68
Streptomyces clavuligerus ...............ccoeeee... 67
Streptomyces coelicolor .......ccoccueeevinininn, 120
Streptomyces erythreus .............covvceeeeeecenn. 72
SUthdng Khi oo 56
SYNbiotiC ..o 83
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T
Tachat Freund .......ccoooviiiiiiiii e, 294
Tachdtmiéndich ........ocoocveeiiie, 293, 294
Freund ... e 294
TAINAD oo 222
Tait8 hop ty nhién . .........cc.ccooviivieiienennn 26
TaANG SINh L 202
Taq ADN polymerase .........ccccocceeiiieneen o 219
TEDBAOBHK .o 179
TEBAO CHO ..o 177,179
TEDAO ChU .oooiovii e, 227
nNhan nguyén thQy ........cocooevieeeeeeinnn 33
Nhan that ... 34
TEDAO GBC oo, 201, 203
FANANG oo e 205
AONNANG oo, 2086
HEM NANG oo, 204
HEU NANG oot 206
trrdng thanh ... 204
NG AUNG e 207
VAN NANG ot 205
T& bao g6c phoi ....ccoovvvivceeieeeae 14, 201, 204
TE bAo MAM PhOI ...ocooeviriiceeiieeeevcie 201
T& bao sinh vt
CONG UG (oo 36, 47
thanh phan ... 37,47
TEDAO SO CAP .ovvevieeeeeeee e 192
Terminal transferase ...........c...ccooveeeeeeeeene 220
Tetanus ..oocceeevvviieeeieeee e ———— 290
ThEm Q&N ..o, 222
ThE i NhAN oot 26
ThE Khuy8t dUBNG ..o 29
Thermus aquaticus ................ccccciinn. 216, 219
THIBLKE NOP 1Y vivoee e 151
Thrombin ........ PP SR PURETRION 179
Thir nghiém mién dich
GIAN GEP .ovvvieeiee et 256
Khang thE thi CAP ..c.ovvecercciii e 256
U HED coveii e 256
Thuc phdm chifc nAng ....c.cococovevv.. 81, 83, 101
dinh NGhTA ....ovvvvic e, 83
ThuGc @8I QUANG ..o, 181
Thity QAU ..o 292
TiBN ChAL oo e, 43,123
Ti&n héa dinh AUANG .covevveeeeeeeeeie e, 151
TIBP NOP ceriieicccee it 222
TINhBOY ..o 40
Tinh chat thuc vat ... 82
TLS. Xem Tumor lysis syndrome
TMB e 257



Trastuzumab .................ovvvvciiiinnn, 199, 304 VeCtor VITUS ........cooiviiiciiiiieciiiiiee e 250
Trichoderma viride ..........cc...cccc.oouiveinenee.. 178 Vi sinh vat
TEYPSIN oveeeeeeee ettt 178 BIEN A8 GENM wovvvvecii e 43
Tumor lysis syndrome .........cccvvveiiiiinieeinnnnn, 180 AU KIBN SONG ...ooovveeeeeeeieeeeeee e 37
Vibrio proteolyticis ...............ccevviiiiiiicinnninns 175
U VIEM gan A e 291
: ViEm gan B ..., 291
Urate oxidase ..., 177 \HAMOOM .o 82
Urokinase ..., 179 VMAMIN oo 43
Vitamin By vooooeveivvceiiiveierieseeennreeenn 57, 133
V Vitamin C ..o 139
VaCCIN ..ot 283 VNG t20 dong .....oovvveesvssssnnn 213, 214, 225
ADN ... 285
ChBLIUONG .cvovvieeiiiiiieeee e 203 wW
conjugate .........occeeni 285 Whey
G GIA oo 286 xem Ba sUa ChUA ...coovvrcceerrrerere s 40
GIONG trveeciiiiieeeiie e 286
RONNOP e, 286
idiotype ... 285 X
PRAN 0T vv.eevreveer v eeeeesreeeee e 284  XAKNUAN .o 12
PRBI BN oo eeee et e, 289 XOAIT .o et 199
SAN XUAL ..o, 283-62  XOctacsinhhoc ..., 146
SYNhEtic ...ovveeviic e, 286 GONG QT .o 185
ta chat midndich ........cc.ococoeoe.. 293, 294 quy trinh L, 186
VIKNUBN e, 287, 289
VITUS Loooivviicinniinnineceinennnen... 198, 288, 291 Y
Vacgn viemgan B .........cccoooviviiiirniis 248 Yersin Alexandre ... 4g
Varicella .......ccccoeeeeiiiiir v 292 v oL .

L Yéutd ddbng mau ........ccevevvvnnnnenn 177, 179
VeCtibiX .ovviiiiiiiiiicciiie e e 304 Y&u 18 hoat héa tidu cAu 177
Vectortao dong .........cc.ccomvveeviiiinniinn, 213 T T T e

COSMIA ..iiiiiiiii it bbbt e s baa e 215
phage 1ambada .......coovvoeeveeeeeeee, 214 V4
ptasmid ... 184, 213 Zevalin ovveeiiveeeieeesee e, 304
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