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Q-

Loi n6i dau

Cong nghé té bao 1a mot bd phan quan trong ctia cong nghé sinh hoc,
chu yéu nghién ctru cac qua trinh nudi cdy té bao dong-thuc vat va vi sinh
vat dé san xuét sinh khéi, san xut céac hop chit c6 hoat tinh sinh hoc
(enzyme, vaccine, cac chét thir cép...), dé 1am mé hinh thuc nghi¢m khao
sat cAc tac dong ctia hod chét, lam nguyén liéu ghép té bao va co quan...

Maic du, cac k¥ thuat nudi céy té bao chi dugc phat trién vao nira dau
thé ky 20, nhung dén nay cac ung dung cta ching da c6 nhitng budc tién
vuot bac nho sy dong gop clia cong nghé DNA tai td hop.

Bén canh céc gido trinh nhu: sinh hoc phan tir, nhap moén cong nghé
sinh hoc, cong nghé DNA tai to hop, cong nghé chuyén gen... gido trinh
cong nghé t& bao s& gitp sinh vién tiép can thém mot linh vuc khac cua
cong nghé sinh hoc théng qua viéc cung cip nhing kién thirc co ban vé cac
van dé sau:

- Sinh trudng va dong hoc sinh trudng cia té bao.

- Thiét ké cac hé 1én men.

- Nubi cdy té bao va cac ing dung ctia ching.

Gido trinh cong nghé té bao duoc bién soan theo hudng khao sat mot
qué trinh sinh hoc mang tinh cong nghé nhiéu hon ca d6 1a qua trinh 1én
men Ung dung cho ca té bao vi sinh vat, 1an té bao dong-thuc vat trong cac
thiét bi nuoi cdy (bioreactor/fermenter). Do d6, mot s6 ung dung khac cta
cac k¥ thuat nudi cdy mé va té bao néi chung chung t6i khong dua vao giao
trinh nay.

Linh vuc cong nghé té bao rat rong va da dang, hon nita gido trinh nay
moi dugc xuét ban 1an dau tién nén kho tranh khoi thiéu sot hodc chua dap
ung dugc yéu cau ban doc. Vi thé, ching to1 rat mong nhan dugc nhiéu y
kién dong gop dé 1an xuét ban sau dugc hoan thién hon.

Tac gia
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Chuong 1

Mé& dau

I. Cong ngh¢ sinh hoc

DPén nay co rat nhiéu dinh nghia va cach dién dat khac nhau vé
cong nghé sinh hoc tuy theo ting tic gia va td chtrc. Tuy nhién, cong
nghé sinh hoc (biotechnology) c6 thé dugc dinh nghia mot cach tong quat
nhu sau:

“Cong ngh¢ sinh hoc 1a cic quéa trinh san xudt & quy md cong
nghiép ma nhan t6 tham gia truc tiép va quyét dinh 1a cac té bao sdng (vi
sinh vat, thuc vat va dong vat). Moi té bao séng cta co thé sinh vat hoat
dong trong linh vuc san Xuét nay dugc xem nhu mot 10 phan ung nho™.

Néu cong nghé sinh hoc dugc dinh nghia theo hudng trén thi nd
khong thé duoc thira nhan 13 mot linh vuc khoa hoc mdi. Bai vi, tir xa
xua loai ngudi da biét st dung cic vi sinh vat d& 1én men banh mi va
thuc phém, cho du ho khong biét co ché cua nhiing bién d6i sinh hoc nay
14 nhu thé nao. Loai nguoi cling da biét tir rat 1au viéc lai tao dong vat va
thuc vat dé cai thién nang suat vat nudi va cay tréng duogc tot hon. Vi thé,
cong ngh¢ sinh hoc dugc dinh nghia nhu trén dugc xem nhu cong nghé
sinh hoc truyén thng.

Tuy nhién, trong nhitng nim gan day thudt ngit cong nghé sinh hoc
thuong duoc st dung nham dé cap dén nhirng k¥ thuit méi nhu DNA tai
to hop va dung hop té bao, va dugc xem 1a linh vuc cong nghé sinh hoc
hién dai.

1. Céng nghé DNA tdi té hop (DNA recombinant technology)

La nhitng k¥ thuat cho phép thao tac truc tiép nguyén liéu di truyén
cla cac té bao riéng biét, co thé dugc st dung dé phat trién cac vi sinh
vat san xuat cdc san phAm mdi ciling nhu cac co thé hiru ich khac. Nhing
ky thuat ndy con dugc goi 1a k¥ thuat di truyén (genetic engineering),
cong nghé di truyén (genetic technology), thao tic gen (gene
manipulation), k¥ thuat gen (gene engineering) hay cong nghé gen (gene

Céng nghé té bao 2
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technology)... Muc tiéu chinh ciia cong nghé DNA tai to hop 1a gin mot
gen ngoai lai (foreign gene) méd hoa cho mot san pham mong mudn vao
trong cac dang DNA mach vong (plasmid vector) va sau d6 dua chung
vao trong mdt co thé vat chu, sao cho gen ngoai lai co thé biéu hién dé
san xuit san pham ctia né tir co thé nay.

2. Dung hop té bao (cell fusion)

La qua trinh hinh thanh mot té bao lai don (single hybrid cell) véi
nhan va té bao chét tir hai loai té bao riéng biét dé to hop cac dic diém
mong mudn cia ca hai loai t& bao nay. Chéng han, céc té bao dic biét cia
hé thong mién dich c6 thé san xuat ra cac khang thé hiru ich. Tuy nhién,
céc té bao nay thuong kho nudi cay vi toc do sinh truong ciia chung rat
cham. Mt khéc, c4c té bao khoi u nhat dinh nao d6 c6 cac dic diém bat
tr va phan chia nhanh. Bang cach dung hop hai té bao nay, mot té bao lai
hybridoma c6 thé dugc tao ra mang ca hai tinh trang trén. Cac khang thé
don dong (monoclonal antibodies-Mabs) duoc san xuat tir cac té bao lai,
dugc dung dé chin doan, diéu trj bénh va tinh sach protein.

3. Ung dung cua cong nghé sinh hoc hién dai

Cac ung dung cua cong nghé sinh hoc hién dai 1a rat nhiéu (Bang
1.1). Cac duoc pham hiém va dit trién trudc day nhu insulin dé chira
bénh dai thao dudng, hormone sinh truong nguoi dé diéu tri bénh coi cua
tré em, interferon dé chéng viém nhidm, vaccine phong bénh va cac
khang thé don dong dung dé chan doan... co thé dugc san xuat bang céc
té bao duoc bién doi di truyén hodc céc té bao lai ré tién véi sd lugng
16n. Cac con giéng sach bénh hodc khoé¢ manh hon, cdc vat nudéi dung
lam thuc phadm c6 san luong cao c6 thé duoc phat trién, cac lodi ciy
trong quan trong c6 thé duoc bién d6i di truyén dé cé cac tinh trang
chéng chiu stress, chéng chiu chat diét co va khang con trung. Hon niia,
cong nghé DNA tai té hop c6 thé dugc tng dung dé phat trién céc vi sinh
vat duoc bién d6i di truyén (genetically modification) sao cho chung c6
thé san xuét cac hop chat hoa hoc khac nhau véi san luong cao hon céc
vi sinh vat binh thuong.

Cong nghé té bao 3
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Bang 1.1. Cac rng dung cua cong nghé sinh hoc hién dai.

Linh vuc

Céc san pham hodc cac ung dung

Duoc pham

Khang sinh, khang nguyén (kich thich cac dap tng
khang thé), endorphin (chit dan truyén than kinh), Y-
globulin (ngin can sy viém nhiém), hormone sinh
truong ngudi (didu tri tré em bi bénh coi), albumin
huyét thanh ngudi (didu tri chdn thuong co thé), cac
nhén t6 diéu hoa mién dich, insulin, interferon (diéu tri
bénh viém nhidm), interleukin (diéu tri cac bénh nhiém
trung va ung thu), lymphokine (phan tmg mién dich
diéu chinh), khang thé don dong (chdn doan hoic phan
phdi thude), peptide hoat hoa than kinh (bat chudc cac
peptide diéu khién su dau cua co thé), cic nhan t6 hoat
hoéa plasminogen ciia m6 (hoa tan cac cuc mau dong),
vaccine.

Chan nuéi-Tha y

Phat trién cac con giéng sach bénh va manh khoé hon,
cac gia stc cho thit ¢6 san lugng cao hon.

Tréng trot

Chuyén céc tinh trang chéng chiu stress, khang con
trung va chat diét co vao cac loai cdy trong, phat trién
cac giéng cdy trong c6 kha ning ting qua trinh quang
hop va ¢d dinh dam, phat trién cac thudc trir sdu sinh
hoc va cac vi khuan nhan khong dong bing (non-ice
nucleating).

Céac hoa chat dac
biét

Cac amino acid, enzyme, vitamin, lipid, cac chit thom
dugc hydroxyl hoa, cac polymer sinh hoc.

Céac tng dung moi
trudong

Ngam chiét khoang, c¢6 dic kim loai, kiém soat su 6
nhiém, phan hiy chét thai doc va thu hoi dau loang.

Céc hoa chat

thuong mai

Acetic acid, acetone, butanol, ethanol, nhiéu san phém
khac tir cac qua trinh bién dbi sinh khéi.

Pién tir sinh hoc

Biosensor, biochip.

Cong nghé té bao
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II. Cong nghé té bao

Céac cong nghé DNA tai t6 hop hodc dung hop té bao duoc khoi dau
boi nhitng nghién ctru thuan tiy va cac két qua cudi cing c6 thé phat trién
thanh mot loai t& bao mdi c6 thé san xuit san phim voi sé lwong it 0i & qui
mo phong thi nghiém. Tuy nhién, cac két qua noéi trén lai rat c6 y nghia
thwong mai va vi thé né doi hoi phai phét trién thanh quy trinh c6ng nghiép
v6i mot cong nghé kha thi va cé hiéu qua kinh té. Dé phat trién mot qua
trinh san xuat & quy mo phong thi nghiém thanh mot quy trinh céng nghiép
16n, chiing ta khong thé chi don thuan tang kich thudc cia binh nudi cy
(vessel) lén.

Vi du: O quy md phong thi nghiém 1a 100 mL, mot binh tam giac nho
nudi trén mot may lic 1a phuong thic 1y tudng dé nudi cay té bao. Nhung
dbi voi hoat dong & quy mé 16n 2.000 L, ching ta khong thé sir dung mot
binh nuéi khéc co thé tich 16n hon va lac né, ma can phai thiét ké mot hé 1én
men (fermenter) hay con goi 1a ndi phan tng sinh hoc (bioreactor) hiéu qua
dé nudi cdy té bao trong nhitng diéu kién t6i vu nhat. Vi thé, cong nghé té
bao (mot trong nhimg linh vuc chinh ciia cong nghé sinh hoc) c6 vai tro rat
quan trong trong thwong mai hoa cac san pham ctia no.

DPé minh hoa vai tro cua cong nghé té bao, c6 thé xem mot qué trinh
sinh hoc dic trung bao gém cac té bao vi khudn nhu trinh bay & hinh 1.1.
Céc nguyén liéu tho (thuong 1a sinh khdi) duoc xtr 1y va tron voi cac thanh
phan can thiét khac dé té bao c¢6 thé sinh truong tét trong mot hdn hop dich
16ng, moi trudng nudi cdy duoc khir trung dé loai bo tat ca cac co thé sdng
va dua vao binh nuoi céy hinh tru 16n, thiét bi dic trung véi canh khuéy,
vach ngan, hé thong thong khi va cac bd phan cam bién dé diéu chinh cac
diéu kién 1én men. Mot ching vi sinh vat thuan khiét dugc dwa vao trong
mot binh nudi cdy. Cac té bao khoi du sinh san theo ham mii sau mot thoi
gian nhét dinh cua pha lag va dat téi néng dd té bao cuc dai khi moi truong
da bi str dung hét. Su 1én men s& dung lai va céac thanh phén s€ duoc hut ra
dé thu hdi san phérn va tinh sach ching. Qua trinh nay dugc hoat dong theo
kiéu 1én men mé (batch culture) hodc lién tuc (continuous culture).

Khi tién hanh mot qua trinh sinh hoc (bioprocessing) trén quy mé 1én
can luu y:

- Phai thu duogc cac chét xtc tac sinh hoc tot nhat (vi sinh vat, té bao
dong vat, té bao thuc vat, hoac enzyme) cho mdt qua trinh mong mubn.

Cong nghé té bao 5
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- Tao ra méi truong tot nhat cd thé cho sy xtc tac bang cach thiét ké
cac bioreactor/fermenter thich hop va cho né hoat dong trong mot phuong
thire t6i uu.

- Phan tach cac san pham mong mudn tir hdn hop phan tmg trong mot
phuong thire kinh té nhét.

Céac nhiém vu dit ra bao gdm thiét ké va phat trién mot qua trinh sinh
hoc. Céc van dé co ban dugc doi hoi cho cong viéc nay nhu sau:

‘ Nu6i cdy stock ‘ ‘ Nguyén liéu thd ‘

v !
| Chuan bi méi trudng ‘
v

Hé 1én men -
két hat l l Khtr trung

Hé Ién men san xuat

Khong khi

Thu h6i

| XU ly nudc thai ‘

Céc san pham

Hinh 1.1. M6t qua trinh sinh hoc ddc trung.

1. Chiing ta mong doi thay déi cdi gi

Dé tra 16i cdu hoi nay, can phai cé nhiing hiéu biét vé cac khoa hoc co
ban ctia qua trinh cong ngh¢. B6 1a vi sinh vat hoc, hoa sinh hoc, di truyén
hoc, sinh hoc phan tir... Chiing ta can phai tim hiéu cac van dé nay trong mot
pham vi nhit dinh. Diéu quan trong ¢ day 14 cac chat xiic tic sinh hoc dugc
chon loc hodc sira ddi di truyén phai thich hop cho cac hoat dong san xuit &
quy mo lon.

Cong nghé té bao 6
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2. Qua trinh sinh hoc xay ra voi mot t6¢ do nhur thé nao

Néu mét qua trinh nhét dinh c6 thé san xuit mot san phém, thi diéu
quan trong can biét 1a qua trinh d6 s& xay ra véi tbc do nhu thé nao. Dong
hoc cua qué trinh s& chi phdi cac tbc do phan Gmg dudi anh hudng cua cac
diéu kién vat 1y va hoa hoc nhat dinh. Chiing ta can ndm vimng hoéa dong hoc
(chemical kinetics) dé thiét ké ndi phan tmg (reactor) thich hgp. Cac k¥
thudt twong tu dugc Ung dung dé giai quyét dong hoc enzyme (enzyme
kinetics) hodc dong hoc té bao (cell kinetics). D¢ thiét ké mot hé 1én men
hiéu qua cho cac chét xtic tac sinh hoc hoat dong, diéu quan trong can biét 1a
tbc do phan ung bi anh hudng nhu thé nao boi cac diéu kién hoat dong
khong giéng nhau. Piéu nay bao gém ca nghién ctru vé nhiét dong hoc
(thermodynamics), cac hién tuong van chuyén, cac tuong tac sinh hoc, kha
nang 6n dinh cua cac dong té bao vi sinh vat (hoac té bao dong vat va thuc
vat) dung 1am nguyén liéu san xuét...

3. He théng dwoc hoat dong va diéu chinh nhw thé nao d@é dat dwoc hiéu
sudt toi da

Pé sy hoat dong va diéu chinh hé théng duoc tdi wu, ching ta can phai
phat trién cac bo cam bién truc tuyén (on-line sensor) chinh xac. Thuat toan
t6i wu tryc tuyén can dugce xdy dung va t6i uu hoa dé ting cudng kha ning
hoat dong cuia cac qua trinh sinh hoc va dam bao rang nhimg qua trinh nay
duoc hoat dong mot cach kinh té nhat.

4. Cac san phcfm dwoc phdn tach nhuw thé ndo dé cé dwoc sw tinh sach cuc
dai va gid thanh toi thiéu

Dbi voi bude ndy, qua trinh bio-downstream (phan tach sinh hoc),
chung ta c6 thé sir dung cac ky thuat phan tach khac nhau dugc phat trién
trong cac qua trinh héa hoc nhu chung cét, hép thu, tach chiét, hép phu, séy
kho, loc, két tia va ngam chiét. Hon nita, song song v&i cac k¥ thuat phan
tach tidu chuan ndy, ching ta can thiét phat trién cac ky thuat méi thich hop
dé phan tach cac nguyén liéu sinh hoc. Nhiéu k¥ thuat da dugc phat trién dé
phan tach hodc phan tich cac nguyén liéu sinh hoc & quy md phong thi
nghiém, nhu 1a sic ky (chromatography), dién di (electrophoresis) va thim
tach (dialysis). Cac k¥ thudt nay can duoc nghién ctru thém sao cho chung
c6 thé hoat dong hiéu qua trén quy mo cong nghiép.
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III. Qua trinh sinh hgc

Cac ung dung cong nghi¢p cia cac qua trinh sinh hoc 1a sir dung cac
té bao séng hodc thanh phan ciia chung dé thyc hién nhiing thay dbi vat ly
va hoa hoc. So véi cac qua trinh hoa hoc truyén thong, cic qué trinh sinh
hoc ¢6 nhing wu diém va nhuoc diém nhu sau:

1. Cdc uu diém

- Diéu kién phan wng nhe nhang. Diéu kién phan tng cho cac qua
trinh sinh hoc 1 nhe nhang-6n hoa. Pic trung 1a nhiét d6 phong, 4p suat khi
quyén va pH mdi truong kha trung tinh. Két qua, sy hoat dong it nguy hiém
va diéu kién san xuét it phuc tap hon so véi cac qua trinh héa hoc dac biét.

- Tinh dic hiéu. Mot chat xuc tac enzyme c6 tinh ddc hiéu cao va xuc
tac chi mot hodc mot sd it cac phan umg héa hoc. Su da dang cua cac
enzyme hién ¢ c6 thé xuc tic cho mdt pham vi rat rong cac phan tng khac
nhau.

- Tinh hiéu lwc. Téc d cua mot phan tng duoc xuc tac bang enzyme
thuong nhanh hon nhiéu so véi khi phan mg nay thuc hién nhd cac chét xuc
tac khong phai sinh hoc. Chi mét lugng nhé enzyme dugc yéu cau ciing du
dé san xuat mot hiéu qua mong mudn.

- Céc tai nguyén cé thé déi méi. Nguyén liéu tho chi yéu cua cac
qué trinh sinh hoc 1a sinh khdi (biomass) cung cap ca by khung carbon 1in
ning lugng can cho sy tong hop cic hoa chét hitu co.

- Cong ngh¢ DNA tai t6 hop. La nhiing ky thuat stra d6i hé thong di
truyén nham ning cao ning suit sinh hoc. Sy phat trién cta nhitng k¥ thuat
nay htra hen cac kha ning khong 16 dé cai thién cac qué trinh sinh hoc.

2. Cdc nhwoc diém

- Cac hdn hop sian pham phirc tap. Trong cac truong hop nudi cay té
bao (vi sinh vat, thuc vat hoac dong vat). Cac phan ing da enzyme xdy ra
trong mot chudi tuan tu hodc song song, hon hop san pham cudi cling chira
khoi luong t€ bao, nhi€u san pham trao doi chat phy, va mgt phan con lai
cua cac chat dinh dudng ban dau. Khoi lugng t€ bao cling chira cac thanh
phan khac nhau cua té bao.

- Cac méi trwong nuwéce loing. Cac thanh phan co gia tri thwong mai
chi dugc san xuat véi mot lugng nhd trong mdi truong nude nén su phan
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tach ching 1a rat dit tién. Boi vi cac san pham cia cac qua trinh sinh hoc
thuong man cam voi nhiét, do d6 cac ky thuat phan tach truyén thong khong
thé sir dung ma phai phat trién cac k¥ thuat phan tich méi cho cac muc dich
san xudt trén quy mé 16n.

- S nhiém ban. Hé thdng 1én men c6 thé d& dang bi nhiém ban, do
nhiéu vi khuan va ndm mdc cé thé sinh trudng rat manh trong hau hét cac
mdi trudng nudi cdy. Van dé tré nén kho khin hon khi nudi cay té bao dong
vat va thuc vat boi vi chiing can mot thoi gian sinh trudng dai ngay va tdc
d6 sinh trudng cua ching cham hon rat nhiéu so véi tbc do sinh truong cua
vi khuan va ndm méc trong méi truong nhiém bén.

- Khuynh hwéng hay bién dbi. Cac té bao c6 khuynh hudng dot bién
do sy thay d6i méi truong va cé thé mat di mot vai dic diém gay thiét hai
cho su thanh cong cua qua trinh san xuat. Cac enzyme twong dbi man cam
hodc 1a cac phan tir khong on dinh va doi hoi su can than trong khi st dung
ching.

IV. Pinh nghia sy 1én men

Thong thuong, su 1én men (fermentation) dugc dinh nghia la qua trinh
san xuét ethanol hodc lactic acid tir glucose (C¢H20).

- Qua trinh san xuit ethanol. La qua trinh ma mot s6 nAm men phan
giai cac loai dudng trong méi truong yém khi dé san xuat ruou ethanol.

- Qua trinh sin xuit lactic acid. La qua trinh ma mot sé enzyme nhu
lactodehydrogenase phan giai cic chat trung gian nhu NADH (trong duong
phan yém khi) thanh lactic acid chir khong thanh ethanol. Lén men lactic
duogc dung trong cong nghé ché bién sita dé 1am phomat va sira chua.

nam men

CsH1206

2C2H5OH + 2C02

cdc enzyme

CeH1,0g ——— 2CH;CHOHCOOH

Tuy nhién, ngay nay nguoi ta dd mé rong dinh nghia cho khai niém
nay nhu sau: “Lén men 1 qué trinh st dung cic enzyme bién d6i nhimng hop
chat hiru co” theo Webster’s New College Dictionary (A Merriam-Webster
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1977) va day la dinh nghia ma ching t6i str dung trong gido trinh nay dung
dé mo ta cac qua trinh nudi cay cac té bao vi sinh vat, dong vat va thuc vat
trong cc hé 1én men hay cc ndi phan ting sinh hoc.

Tai liéu tham khao/doc thém
1. Atkinson B and Mavituna F. 1991. Biochemical Engineering and
Biotechnology Handbook. 2™ ed. Stockton Press, New York, USA.

2. Flickinger MC and Drew SW. 1999. Encyclopedia of Bioprocess
Technology: Fermentation, Biocatalysis and Bioseparation. John Wiley & Sons,
New York, USA.

3. Lee JM. 2001. Biochemical Engineering. Prentice Hall, Inc. USA.

4. Ratledge C and Kristiansen B. 2002. Basic Biotechnology. Cambridge
University Press, UK.

5. Shuler ML and Kargi F. 2002. Bioprocess Engineering-Basic Concepts.
2" ed. Prentice Hall, Inc. New Jersey, USA.

Céng nghé té bao 10



https://nhathuocngocanh.com/

Chuong 2
Sinh trwéng va bat déng cua té bao

I. X4c dinh sinh trwéng cia té bao

Trong cac h¢ théng sinh hoc, moi sy sinh trudng déu co thé duge dinh
nghia 13 sy ting tuln ty cua cac thanh phan hoa hoc. Tang don thuan khoi
lwong khong thé phan anh day du su sinh truong, do té bao cé thé chi ting
ham luong cac san pham du trir cia chang nhu 13 glycogen, poly-p-
hydroxybutyrite. Su sinh truéng can bing (balanced growth) dwoc dinh
nghia 13 su sinh truéng ma trong sudt qué trinh d6 sy nhan déi sinh khéi xay
ra cung voi sy nhan do6i cua tAt ca cac dic tinh xac dinh khac caa quﬁn thé
nhu la protein, DNA, RNA va nudc ndi bao. Mat khac, qua trinh nudi céy
trai qua sy sinh truéng can bang duy tri mot thanh phan hoa hoc khong doi.
Trong mdt mdi trudong dinh dudng thich hop ma sau doé t& bao s& trd nén
thich nghi thi né s& ¢ trong trang thai sinh truéng can bang.

Tiép theo qua trinh sinh trudng, can phai xac dinh s6 luong té bao. Su
sinh truong cua té bao co thé duge xac dinh bé‘mg ) luong té bao, sinh khoi
té bao hodc hoat tinh té bao.

1. Xdc dinh sé luwong té bao
1.1. Dém bang kinh hién vi

S6 lugng té bao trong quan lac c6 thé dugc dém dudi kinh hién vi
bang cach dém cac t€ bao dugc dua vao trong mot buong dém dac bi¢t. Co
hai loai buong dém duoc dung dé dém so lugng té bao trong mot mau dich
long:

- Haemocytomete. Budng dém té bao mau dung cho nhiing té bao co
duong kinh > 3 um (Hinh 2.1).

- Petroff-Hausser counting chamber. Budng dém Petroff-Hausser
duoc dung chu yéu cho vi khuan.

Ca hai loai budng dém co cac duong ké 6 vudng dic trung trén bé mat
cta tm kinh (lam kinh). Khung d& trén mdi mat cua tim dém (grid) gitr
mot tm kinh phu (cover glass) cach tam dém mot khoang cach da biét (vi
du: 0,1 mm) sao cho thé tich cua 6 vudng dugc bict chinh x4dc. Mot mau
dich huyén phu té bao can dém duoc cho chay qua dudi tam phu va lam
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day budng dém. Sau d(:), dém s6 lugng té I?éo trén mdt don vi dién tiqh C}ia
duong l’<é dudi kinh hién vi. Cac dich huyén phu dam ddc cling c6 thé dém
duogc néu ching dugc pha loang thich hgp.
Mot s6 uu diém ciia phuong phap dém tryc tiép:
- Chi can cac thiét bj t6i thiéu.
- Cac két qua thu dugc nhanh.

- C6 thé quan sat cac ddc diém hinh théi cia co thé.

Dua mau vao L .
* Tam kinh phu
\% Do sau clia mau
= 0,1 mm
_ Budng dém
Khung d& %
A tdm kinh

Hinh 2.1. Budng dém haemocytometer.

Mot s6 nhuge diém cia phuong phap dém truc tiép:
- Thuong rat khé phan biét cac té bao chét va té bao song.
- Khong thich hop cho cac dich huyén phi ¢6 mat do thap.
- Qéc té bao 96 kich :[hu('yc nho thuong kho quan sat dudi kinh hién vi
va c6 thé khong thay khi dém.
- Phuong phap dém thuc t& gdy moi mét va nham 1an trong qué trinh
dém.
~ - Khong thich hop doi vdi cac té bao xép thanh cum nhu la mycelium
(thé sgi nam).

1.2. Bém cac té bao phat trién trén dia nudi cay (petri dish)

Céc té bao phat trién dugc dinh nghia la té bao co thé phan chia va tao
ra khuan lac. Co6 hai cach dé thuc hién phuong phap dém trén dia petri:
phuong phép dia trai (spread plate) va phuong phép dia rot (pour plate).

Vi phuong phap dia trai, mot thé tich nho hon 100 pL dugc trai khip
bé mat agar. V&i phuong phap dia rét, mau vat duoc tron véi agar nong
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chay (da dé ngudi dén khoang 60°C) va dugce rét trén dia vo trung. Céac dia
sau d6 dugc nudi cho dén khi xuat hién khuén lac, va sé luong khuan lac
dugc dém tryc tiép. Didu quan trong 1a sé lugng cac khuan lac phat trién
trén dia phai khong qua 16n hoic khong qua nho. Bé thu duge mot s6 luong
té bao thich hop trén mot don vi dién tich thi miu vat phai dugc pha lodng.
Truong hop can pha lodng nhiéu, nguoi ta thuong st dung k¥ thuat pha
loang tuan tu (serial dilution). Vi du: dé thuc hién pha loang 1/ 106, thi c6 thé
thuc hién ba 1an pha loang lién tiép 1/100 hodc sau lan pha lodng lién tiép
1/10.

1.3. Dém bang may dém

Pé tranh sy don diéu khi dém truc tiép béng kinh hién vi, c6 thé su
dung phuong phap dém bang may dém. Ky thuat nay cho phép khong chi
dém duoc sb luong té bao, ma con do ca kich thude té bao. Nhuoce diém cua
phuong phép nay 1a n6 khong thé phan biét giita té bao va cac phan tir ban
khac. K¥ thuat nay ciing kho str dung vdi cac co thé dang chudi va khong
dem lai két qua tdt véi cac co thé dang h¢ soi1 (vi du nhu ném).

2. Xdc dinh sinh khoi té bao
2.1. Trong luong kho cua té bao

Trong luong kho té bao c6 thé duoc xac dinh truc tiép bang cach lay
mdt luong t6i thiéu ciia dich huyén phu té bao dé ly tim. Sau khi d6 thé noi,
té bao dugc rira béng nude cat dé loai bo tat ca cac chat hoa tan. Dich huyén
phu dugc ly tam mot 14n nira va céc té bao sau khi két dic lai duoc séy kho
trong ti sdy va can dé xac dinh trong luong. Pay 1a phuong thirc tryc tiép
nhat dé xac dinh sb lugng sinh khéi té bao. Tuy nhién, cach xac dinh nhu
thé tén nhiéu thoi gian va dé bo qua nhitng thay ddi nho cua sinh khoi té
bao. K§ thuat nay chi c6 thé sir dung dbi voi nhitng dich huyén phu day dic
va té bao phai dugc rira sach hoan toan khoi nhitng chat ngoai sinh bam vao.

2.2. D6 duc cia dich huyén phu té bao

Sinh khéi té bao cling c6 thé dugc xac dinh bang phuong phap quang
hoc thong qua xéc dinh lugng 4nh sang bi tan xa boi dich huyén phu té bao.
K§ thuat nay dua trén co so lap ludn rang cac phan tir nho tan xa anh sang
mot cach twong xting, trong cac gidi han nhét dinh, toi néng dd cua ching.
Khi tia sing xuyén qua dich huyén phu cua té bao, thi lwong 4nh sang truyén
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qua bi giam di do két qua ciia su tan xa, nhu vay d6 chinh 1a phuong phap
x4c dinh mat d¢ té bao.

Viéc do d6 duc cua dich huyén phu té bao thuong dugc thuc hién trén
may quang phé dé doc cac don vi hép thu (A). Kha ning hip thu
(absorbency) dugc dinh nghia 1a s6 logarithm cua ty 1& giita cuong do anh
sang va cham vao dich huyén phu té bao (I,) va cudng d6 anh sang duogc
truyén qua boi dich huyén phu (/):

I
A=log—=
g[

Puong cong chuan (standard curve) ¢6 thé thu duge bang cach do do
hap thu (A) ctia mau véi ndng do té bao da biét trudc. Viée do thuong duge
thuc hién & bude song tir 600-700 nm.

3. Cdc phwong phdp gidn tiép

Phuong phap gian tiép dé xac dinh sinh khéi t& bao dia trén phép tinh
hé sb ty luong toan phan (overall stoichiometry) cho sy sinh trudng va tao
thanh san pham, c6 thé dugc trinh bay trong mot dang chung nhu sau:

ngudn carbon + ngudn nitrogen + phosphate + O, —

sinh khdi té bao + CO, + H,O + san pham + nhiét

Su thay d6i sinh khéi té bao co thé duoc kiém soat gian tiép bang cach
xac dinh sy ti€u thu chat dinh dudng, tao thanh san pham, cac thanh phan té
bao, giai phong nhiét hodc cac tinh chit vat 1y khac cua dich nudi cdy té
bao.

3.1. Su tiéu thu chat dinh dudng

Can chon mdt chat dinh dudng ma chit nay khong bao gio duoc sir
dung dé tong hop san pham trao d6i chat. Phosphate, sulfate hoic
magnesium c6 thé 1a nhiing chon Iya tét. Khi sinh khdi té bao 1a san pham
chinh, thi néng do cua nguén carbon con lai trong moi trudng cod thé dugc
do dé danh gia sinh khdi té bao.
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3.2. Tao thanh cac san pham

Diéu quan trong 1a can kiém tra san phdm tao thanh cé duoc két hop
v6i su sinh truong hay khong. Mot sé san pham dugc tao thanh sau khi sinh
khéi té bao dat ti pha tinh (stationary phase) cta chu ky sinh truong va vi
thé, khong duoc két hop véi su sinh truong. Su giai phong CO; c6 thé duge
xac dinh va n6 cé quan h¢ ty luong ddi véi su sinh truong cia té bao. Mot
san pham hoan toan chung cho moi phan ung 1én men 1a ion H'. Luong
kiém bd sung vao dich 1én men s& duy tri d6 pH thich hop cho sinh truéng.

3.3. Céc thanh phan té bao

Dbi voi cac nudi cdy trai qua su sinh trudng can bang, thi cic thanh
phan té bao thudc nhom dai phan tir nhu 14 protein, RNA va DNA c6 thé
duoc xac dinh thay cho sinh khéi té bao. Tuy nhién, can phai than trong do
ty 1 cua nhitng nguyén liéu nay trong té bao c6 thé thay doi theo thoi gian
néu nudi cay khong trai qua sy sinh truéng cin bang.

3.4. Giai phong nhiét

Su sinh truong cua té bao phat ra nhiét. Luong nhiét phat ra tiy thudc
vao hiéu suit str dung nang lugng carbon. Vi thé, viéc xac dinh nhiét do cua
hé 1én men co thé két hop gian tiép vé6i su sinh truong cua té bao. Tuy
nhién, lugng nhiét toan phan tich liiy trong hé 1én men phy thudc vao hiéu
qua phdi hop ctia cac ngudn sinh nhiét va mat nhiét khac nhau nhu: nhiét tir
qué trinh khudy va bay hoi, nhiét tiéu hao xung quanh thanh cta hé 1én men
va nhiét nhay (sensible heat) trong ludong khong khi. Vi thé, dé xac dinh sinh
truong bang sy giai phong nhiét, can phai thiét 1ap can bang ning luong cua
hé 1én men mic du diy mot cong viéc khong dé dang.

3.5. Do nhot

Sinh trudng cta co thé hé soi (ndm) hodc sy tao thanh polysaccharide
da 1am ting d6 nhdt cua dich 18n men (fermentation broth). Vi thé, viéc xac
dinh d6 nhdt cua dich 1én men rat hitu ich trong cac qua trinh 1én men & quy
mo cong nghi¢p. PO nhot biéu kién do dugc & tde d6 dich chuyén ¢ dinh c6
thé duoc dung dé danh gia ndong do té bao hoic ndong d6 san pham.
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II. Bit dong té bao

Phuong phap bat dong (immobilization) cac té bao hoan chinh c6
nhiéu vu diém hon cac k¥ thuat nudi cay truyén thong. Bing cach bat dong
té bao, viéc thiét ké quy trinh don gian hon khi céc té bao dugc gin véi cac
phan tir 16n hodc trén cac bé mit duoc phan tach dé dang khoi dong san
pham. Diéu nay dam bao hoat dong lién tuc ciia hé 1én men khong bi nguy
co rira troi té bao. Su bat dong ciing c6 thé cung cip céac diéu kién co loi cho
su phan hoa té bao va sy truyén dat thong tin giira cac té bao, bang cach dy
da thuc ddy san pham c6 san luong cac chit trao ddi thir cip cao. Sy bat
dong c6 thé bao vé té bao bang cach lam giam céac sy cb lién quan téi luc
truot (shear forces) gay ton thuong té bao.

Cac phuong phap bat dong té bao c6 thé dugc phan chia thanh bdn
nhom chinh dugc tom tit & bang 2.1.

1. Gan lén bé mdt

Cac té bao co thé gén lén bé mat cia manh gd nhd, collagen,
microcarrier, hodc cic nhya tong hop trao ddi ion (resin). Mot vi du cua
kiéu bt dong nay 1a s dung cc microcarrier cho céc té bao dong vat. Uu
diém chinh cta microcarrier 12 n6 cung cip mot dién tich bé mat 16n dé gin
té bao. Vat liéu cho microcarrier bao gdm cac nhya tong hop trao doi ion,
cac hat nho dua trén co so& dextran dugc boc béng gelatin, cac hat
polyacrylamide, cic hat polystyrene, cic hat thily tinh rong, cac hat
cellulose hinh tru, va cac giot floruacarbon nhé duoc 6n dinh bang
polylysine. Hién nay, cac microcarrier dua trén dextran dugc sir dung rong
rii nhat dé bat dong té bao dong vat.

2. Tao thé xop

Phuong phap nay cho phép céc té bao khuéch tén trong cac thé xop da
c¢6 san nhu cordierite va pore glass (hat thuy tinh c6 nhiéu 16 réng nho), &
trong d6 ching sé& sinh trudng va duoc giir lai. Uu diém chinh cia phuong
phap nay 1a cac vat lidu tao thé x6p di c6 san chong chiu dugc sy phan hiy
trong cac binh nudi c¢6 khudy tir hon cac loai vét liéu tao thé xdp khac
(alginate, acrylamide...), va thé xdp thuong khong c6 hai ddi véi té bao.
Tuy nhién, phuong phap nay gip kho khan trong viéc huéng téi ndng do
cao cua té bao do thé tich 18 thuy tinh (pore) bi gidi han boi chung duoc 1am
san béng cac loai vat liu tao thé xép dac trung.
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Bang 2.1. Cac phuong phép bat dong té bao.

Phuong phap Vit liéu

< A A - Py X 5 1 . . 2 r
Gan [én bé mat Manh go moéng, collagen, microcarrier’, cac nhya
trao doi ion, cac oxide kim loai

Tao thé xdp Cordierite, pore glass, acrylamide, alginate, collagen,
K-carrageenan

Bao vi thé Polylysine, ethylcellulose, emulsion®, mang tong hop
Tu két khoi Céc tiéu thé hé soi, polyelectrolytes4, nhan t6 lién két
ngang

Mot phuong thirc khac 14 boc céc té bao bang thé xop dugc tao thanh
trong diéu kién in sifu. Cac vat liéu thude gelatin khac nhau nhu acrylamide,
alginate, collagen, va k-carrageenan, c6 thé dugc tron voi dich huyén phu té
bao va tao gel trong cac dang va kich thudc khac nhau.

Mot phuong thirc don gian khic 1a tao cac hat hinh cau dang gel
alginate-calcium 13 nhu sau: Cac té bao dich huyén phu sau khi c6 lai s&
duogc tron véi alginate dé tao ra mot nong do alginate cudi cung tir 1-3%
(w/v) va hdn hop alginate-té bao duge bom bang kim tiém thudc vao dung
dich calcium chloride. Cac hat dugc tao thanh ngay ttrc thoi c6 duong kinh
tir 1-5 mm tiy thudc vao ndng do té bao va alginate cua dung dich va kich
thudc ciia mili kim tiém. Can luu y thém 1a phai duy tri sy vo tring trong
sudt qua trinh bat dong té bao.

Nhuogc diém chinh cta viéc sir dung alginate dé bat dong té bao 1a dé
lot cac té bao tir sy phan chia té bao xuit hién bén trong cac hat riéng €.
Viée lot té& bao co thé dugce giam thiéu hodc bang cach ting nong do cua
alginate hodc calcium chlorite trong céc hat hodc béng cach tao ra cac hat

" Collagen: chét tao keo.

? Microcarrier: mot tiéu thé c¢6 kich thudc hién vi (thuong 1a mot hat polymer
duong kinh khoang 200 um) dé cac té bao trong nudi cay dich huyén phu gin vao
va sinh truong.

3 Emulsion: dang nhii tuong.

* Polyelectrolytes: cac chat da dién phan.
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nhé. Tuy nhién, viéc ting ndng do cua alginate hodc calcium chloride trong
hat c6 thé lam giam tdc do khuéch tan co chat thong qua gel va co thé anh
huong dén kha ning séng sot ctia cac té bao duge bao boc.

3. Sur dung bao vi thé

Céc té bao c6 thé duoc bat dong bang cac bao vi thé (microcapsule)
c6 mang hoac mang ban thAm khong ¢b dinh hodc ¢b dinh. Uu diém cua
ky thuat dong vé bao 1a tao mét dién tich bé mat 16n cho su tiép xuc cua
co chat va t& bao. Mang ban thim chi cho di qua mot cach chon loc
nhitng thanh phan c6 trong luong phan tir thap.

Cac mang dang soi rong tao thanh mot cdu tric hinh dng thuong
duoc sip hang nhu 13 cac bo soi song song bén trong mot budng hinh try.
Céc té bao dugc giir lai trén thanh cta céac sgi rdng trong khi moi truong
dinh dudng duoc thong khi luan chuyén quanh cac soi. Loai mang nay co
thé cung cip thém sy bao vé chdng nhiém ban moi truong. Tuy nhién,
nhugc diém chinh ciia hé théng mang nay 1a gia thanh cao, sy tic nghén
ctia mang di lam tré ngai cho viéc chuyén khéi va gay kho khan trong
viéc thong khi.

4. Tu két khoi

Céc té bao tu két khdi hodc két thanh cym nhu len ciing c6 thé duoc
xem nhu 13 cac t& bao dugce bat dong do kich thude 16n cua ching ¢6 wu
diém tyong ty nhu su bat dong bang cac phuong phap khac. Trong khi
nam moc sé tao ra cac tiéu thé tu nhién, thi cac t& bao vi khuan hodc ndm
men lai can dén su két cum. Céac nhan té két thanh cum nhan tao hodc cac
nhan t6 lién két ngang (cross-linkers) c6 thé dugc bo sung dé ting cuong
qué trinh.

III. Mot s6 thi nghiém dién hinh
1. Puong cong sinh truéng ciia ndm men

Trong thi nghiém ndy, ching ndm men s& dugc nudi cdy trong binh
tam giac thuy tinh, va sy thay d6i ndng d6 té bao s& duoc kiém soat bing
cach dung ba ky thuat khac nhau: dém duéi kinh hién vi, xac dinh khdi
lugng kho, do duc cua dich huyén phu té bao.
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1.1. Nguyén li¢u

- Mot ching ndm men bét ky sinh truong trong nudi cdy dich huyén
phil. Chiing ta c6 thé thu chiing ndm men tir mot phong thi nghiém vi sinh
vat hodc mua mot chung dac biét tir cong ty.

- Glucose, dich chiét nAm men, NH,Cl, MgSO,, CaCl, va chét chéng

tao bot dé pha méi trudng.
- Hai binh tam giac 125 mL
- Pipette v0 trung
- Bén Bunsen
- Nbi khir tring
- Tt 4m
- Hemocytometer
- Ly tam
- Can hoa chit

- May quang phé

1.2. Phuong thirc tién hanh

- Chuan bi méi trudng nudi ciy theo bang 2.2. Rét 50 mL/binh vao 2

binh tam giac loai 125 mL.

Bang 2.2. Mbi truong sinh trudng dic trung ctia nAm men.

Glucose

Dich chiét nAm men
NH,C1

MgSOy4

CaCl,

Chét chéng tao bot

Nudc

100 g
85¢g
1,32 g
0,11¢g
0,06 g
0,2 mL

bo sung virada 1 L

Cong nghé té bao
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- Nt binh tam gidc bang mot trong sd vat lidu sau: gidy nhom, nit
plastic chiu nhiét, nap inox, hoic bong khong tham nude.

- Khtr tring binh tam giac dung moi trudng & 121°C trong 20 phat.

- Tiép mau (inoculate) 1 mL dich nudi cdy ndm men truéc d6 vao binh
tam giac chira moi truong vo tring. Tién hanh can than dé khoi bi nhidm
bén pipette, nap ddy va binh tam giac trong sudt qua trinh tiép mau. Dé giam
thiéu co hoi nhiém ban, nén dbt nip day va co cia binh tam giac sau khi lay
nap ra dé cdy nam men vao.

- it binh tam giac vao trong ti 4m ¢ 37°C.

- Liy 2 mL méiu & cac khoang thoi gian khac nhau trong qué trinh
nudi cdy dé xac dinh nong do té bao bang cach dém trén kinh hién vi, xac
dinh trong lugng kho va do do duc (mat do quang) bang may quang pho.
Thoi gian 1dy mau phai dugc sip xép sao co thé thu dugc cho duong cong
sinh trudng tot thé hién ca ba phase sinh truong (xem chuong 3). Trude khi
ldy mau phai tron tit ca cac thanh phan trong binh tam giac bang cach lac.

2. Puong cong sinh truong cua thuc vt
2.1. Nguyén licu

- Mot dong té bao dich huyén phu cta thuc vat sinh truong tot.
Phuong thirc sau ddy dua trén co so nudi cdy té bao thudc 14. Néu chon
dong té bao khac thi can thay dbi méi truong.

- Hon hop mudi khoang ctia Murashige-Skoog (1962) (Bang 7.2), 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), KH,POj, inositol, thiamine.HCI, va
sucrose dé pha ché méi trudng.

- Hai binh tam giac 125 mL

- Pipette loai miéng rong vo trung (10 mL)
- Ta nuéi té bao thuc vat kém may lac

- Can hoéa chat

- Ly tam

- Eppendorf tube

2.2. Phuong thirc tién hanh

- Chuan bi méi truong mubi khoang ciia Murashige-Skoog, 0,2 mg/L
2,4-D, 0,18 g/L KH,POy, 0,1 g/L inositol, 1 mg/L thiamine.HCI va 30 g/L
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sucrose’. Diéu chinh pH t6i 5,8 bang KOH IN va phan phdi méi truong vio
hai binh tam giac loai 125 mL, sao cho mdi binh tam gi4c chtra 30 mL.

- Pay nidp binh tam giac va khir tring & 121°C trong 20 phut.

- CAy vao binh tam giac chtra 30 mL méi truong voi 1,5 mL cua dich
huyén phii té bao 7 ngay tudi va dat trong ti nudi té bao thuc vt ¢ may lic
va lac 150 vong/phit, nhiét d6 nudi 27°C, chiéu sang 8 gid/ngay ¢ cuong do
2.000 lux.

- Liy 1,5 mL dich nuéi ciy mdi ngay di dugc tron k§ va cho vao
Eppendorf tube dé can, ly tim tube ¢ 9.000 vong/phut trong 4-5 phut va loai
thé noi. Can lai tube va tinh toan phan tram trong lugng té bao am. Pat tube
trong ti sdy & 70°C trong hai ngdy va can lai dé tinh toan trong luong kho.

- V& d6 thi sy thay doi nong do té bao kho va tuoi (am) theo thoi gian.

3. Bat dong té bao thuc vit
3.1. Nguyén li¢u

- 30 mL té bao dich huyén phu thudc 14 sinh truéng bang phuong phap
da mo ta trong thi nghiém trudce.

- Alginate

- CaCl,

- Bom nhu dong

- Nbi ap suat

- Cén hoéa chét

3.2. Phuong thirc tién hanh
- Tron 0,875 g alginate, 5 mL mdi trudong nudi céy thue vat va 25 mL
nudc va khir trung.
- Doi cho 30 mL dich nu6i ciy huyén phu cta té bao thuc vat ling
xuong, loai bd thé noéi. Budc nay thuong mat khoang 10 phut.

- B6 sung hdn hop alginate va tron voi cac té bao da duoc cd lai.

° Mbi trudng nay chi 6 tinh chat tham khao. Thong thudng céac loai thuc vat khac
nhau véi cac muc dich nuoi cay khac nhau, s€ cé cac nhu cau dinh dudng khac
nhau. Khi do, chung ta phai thiét ké cac moéi truong nudi cay co tinh dac hi€u cao
hon.
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- Bom hdn hop alginate-té bao qua mét dng silicon vé tring (1,6 mm
ID) va cung cap timg giot vao trong binh tam giac chira 200 mL dung dich
vo trung cua CaCl, 0,12 M. Céc giot nho s€ phan tng ngay lap tic véi
CaCl, dé tao ra cac hat hinh cau c6 duong kinh khoang 3,75-4,5 mm.

- Giir cac hat trong dung dich CaCl, khoang 1 gio dé dam bao phan
tg két tia di xay ra hoan toan.

- Cay vao binh tam giac chira 30 mL méi trudng thuc vét véi khoang
30 hat té bao thuc vat di dugc bat dong va dit nd trong tu nudi té bao thuc
vat cO may lac va lac 150 vong/phit, nhiét do nudi 27°C, chiéu sang
8gio/ngay ¢ cuong do 2.000 lux.

- Chung ta c6 thé xac dinh ndng do té bao kho va am cia cac té bao tu
do trong dich huyén phti va cac té bao dugc bat dong trong sudt qua trinh
nuoi céy mé. Bé xac dinh néng dd té bao cua cac té bao duoc bt dong, can
phai hoa tan céc hat trong potassium phosphate 1 M trong 24 gio.
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Chuong 3
Pong hoc sinh trwéng cua té bao

I. Mé diu

Hiéu biét dﬁy du dong hoc sinh trudng cua cac té bao thuc vat,
dong vat va vi sinh vat 13 rat can thiét dé thiét ké va hoat dong cac hé lén
men. Pdng hoc té bao co quan h¢ véi toc do sinh trudng té bao va chiu
anh hudng cua cac diéu kién vat 1y va hoa hoc.

Pong hoc té bao 1a két qua cua hé thng cac phan tng hoa sinh va
cac qua trinh van chuyén phirc tap, bao gdm nhiéu pha va cac hé théng
nhiéu thanh phan. Trong sudt thoi gian sinh truong, hon hgp khong dong
nhat cia cac té bao gia va non thay déi lién tuc va ty thich nghi véi moi
truong dinh dudng 1a yéu t6 ciing thay d6i lién tuc trong cac diéu kién
vat 1y va hoéa hoc. N6i chung, md hinh todn hoc chinh xac ctia dong hoc
sinh truong la khong cé thé c6 dugc. Tham chi mot mé hinh thue té cling
khé tiép can bdi vi n6 ¢ thé chira nhiéu thong s6 khong thé xac dinh.

Vi thé, ching ta can gid dinh c6 thé dat dugc nhitng mo6 hinh don
gian nhu vay s& hiru ich hon cho viéc thiét ké hé thdng 1én men (xem
chuong 4) va du bao hiéu suit. Cac mo hinh khac nhau cé thé dugc phat
trién trén co s& cac gia dinh vé cac thanh phan va quan thé té bao nhu
trinh bay trong bang 3.1.

Ngoai cac gia dinh dbi voi té bao, méi trudng duoc thiét ké sao cho
chi mot thanh phan c6 thé gidi han téc d6 phan Gng, con tat ca cac thanh
phan khac hién dién ¢ cac nong d6 dui cao ma nhirng thay d6i nho cua
chung khong anh huéng 16 rét dén téc do phan tng. Cac hé thdng lén
men ciing dugc kiém soat sao cho cac thong sé méi truong nhu pH, nhiét
d6 va ndng d6 oxygen hoa tan duoc duy tri & mot mirc do khong ddi.

Trong chuong nay, cic phuong trinh dong hoc té bao bat ngudn tir
mo hinh dugc phan phdi, khong cau tric. Cac phuong trinh nay dugc ing
dung dé thiét ké va phan tich cac hé 1én men ly tudng.
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Bang 3.1. Cac mo hinh khéac nhau cua dong hoc té bao.

Céc thanh phan té bao
Quan the Khéng cu trac Puoc ciu tric
(unstructured) (structured)
Pugc phan phéi Cac té bao duoc dai dién | Cac té bao bao gém nhiéu
(distributed) boi mot thanh phan don, | thanh phan phiic tap phan
phan phéi khong dong déu | phéi khong dong déu trong
trong qua trinh nudi cay. qué trinh nudi cay.
Bi co lap Cac té bao duoc dai dién | Cac té bao bao gém nhiéu
(segregated) | boi mot thanh phan don, va | thanh phan phirc tap va tao
tao thanh mot hdén hop | thanh hon hop khong dong
khong dong nhit. nhat.
I1. Pinh nghia

Trudc tién, ching ta hiy dinh nghia mot s6 thuat ngit ding cho sinh
trudng cua t€ bao. Néu dé cap dén nong do té bao ma khong kém theo bat
ky mot ghi chu déc di€m nao, thi né c6 thé dugc hiéu theo nhiéu nghia khéc
nhau. P6 co thé 1a s6 lugng té bao, trong luong tuoi té bao, hodc trong
lugng kho té bao trén mot don vi thé tich. Trong chuong nay, ching ta
thong nhat céac thuat ngir sau:

Cx: néng do té bao, trong lugng kho té bao trén mot don vi thé tich.

Cy: mat do sd lugng té bao, sb luong té bao trén mot don vi thé tich.

p: mat do té bao, trong lugng tuoi té bao trén mot don vi thé tich cua
khoi lugng t€ bao.

Tu d6, c6 thé dinh nghia tdc do sinh truéng cua té bao theo mot sb
cach khéc nhau nhu sau:

dCy/dt: sy thay doi ndng d6 kho cua té bao theo thoi gian.

ry: toc do sinh trudong cua té bao trén co sé trong lugng kho.

dCy/dt: su thay d6i mat d6 sd luong té bao theo thoi gian.

ry: toc d6 sinh truong cia té bao trén co so s6 luong.

& tbc d6 phan chia cta té bao trén co so s6 luong d log, C,, /dt
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Duong nhu dC, /dt var, luén luén gidng nhau, nhung thuc ra khong
phai nhu vay. Gia tri dC,/dt 1a sy thay doi ndong do té bao trong hé 1én
men, 12 yéu té c6 thé bao gdm hiéu qua cua téc d6 dong chay di vao va di ra,
su tai sinh té bao, va cac diéu kién hoat dong khac ciia hé 1én men. Trong
khi d6 r, 1a tbc do sinh truong thyc té cua té bao. Hai gia tri nay chi giéng
nhau trong truong hgp hoat dong 1én men mé.

Tbc d6 sinh truong dya trén sb luong té bao va toc do sinh truong dua
trén trong lugng té bao khong nhat thiét phai gidng nhau, boi vi kich thudc
trung binh cta cac té bao co thé rat khac nhau khi chuyén tir pha sinh truéng
nay dén pha sinh trudong khac. Khi sinh khdi ctia mot té bao riéng biét ting
1én ma khong c6 su phan chia, thi tc do sinh truong dwa trén trong luong té
bao ciing tang 18n, trong khi toc do sinh truong dua trén sé luong té bao lai
giit nguyén. Tuy nhién, trong sudt thoi gian sinh truong theo ham mii, pha
sinh truong ma ching ta quan tim nhat dudi quan diém cua cong nghé, thi
tdc do sinh truong dua trén ) luong té bao va tdc do sinh truong dua trén
trong lugng té bao co thé duoc gia dinh 14 twong duong nhau.

Trong mot s6 trudng hop toc do sinh trudng bi nham 1an véi toc do
phan chia, 1a khai niém dugc dinh nghia nhu la tbe do phan chia té bao trén
mot don vi thoi gian. Néu tit ca té bao trong binh nudi ciy & thoi diém
t=0(Cy = Cyo) phan chia chi sau mét thoi gian nhét dinh, thi quan thé té
bao s¢ tang Ién C x2 lan. Néu cac té bao duoc phan chia n lan sau thoi
gian ¢, thi sé luong tong s cua té bao sé& la:

Cy=C, x2" 3.1)
Va tdc d6 phén chia trung binh la:

= N
s=" ,
; (3.2)

Vi n=log, Cy —log, C,, theo phuong trinh 3.1, nén téc do phan chia

trung binh sé la:
< 1
0 = ;(log2 C, —log, CNO) (3.3)

Va tdc d6 phén chia & thoi gian ¢ 1a:
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3 dlog, C,
dt

) (3.4)

Vi thé, tdc d6 sinh truong (dugce dinh nghia 1a sy thay doi sb lugng té
bao theo thoi gian) chinh 13 do ddc ctia dudng cong Cy theo r. Trong khi do,
téc do phan chia 1a d6 doc ctia duong cong log,Cy theo 7. Nhu da giai thich,
tbc do phan chia 13 hang s trong sudt thoi gian sinh trudng theo ham mil,
trong khi d6 toc do sinh truong lai khéng nhu vay. Vi thé, hai khai niém nay
khong dugc nham 13n véi nhau.

II1. Chu ky sinh truéng ciia nudi cly mé

Néu nudi cdy cac vi sinh vat don bao trong méi truong vo triung sach
va do mat do sb luong té bao theo thoi gian thi trén dd thi cia nd ta co thé
thiy c6 sau pha sinh truong va chét cua té bao (Hinh 3.1), 46 1a:

- Pha lag. La thoi gian khi su thay d6i s6 luong té bao bang khong.

- Pha sinh trwéng nhanh. S6 luong té bao bat dau ting va téc do
phan chia dat dén cyc dai.

- Pha sinh truéng theo ham mii. SO lwong té bao ting theo ham mii
khi té bao bat dau phan chia, tbc do sinh trudng ting 1én trong sudt pha nay,
nhung tdc do phan chia ty 1€ v61 dInC,, /dt, 1a hr:ing b6 & gia tri cuc dai cua
no, nhu dugc minh hoa & hinh 3.1.

- Pha sinh truéng cham. Khi tbc do sinh truong dat dén cuc dai, thi
giai doan tiép theo 1a pha sinh truong cham trong d6 ca hai toc do sinh
truong va toc do phan chia déu giam.

- Pha tinh. Quﬁn thé té bao dat dén gia tri cuc dai va s€ khong tang
thém nira.

- Pha chét. Sau khi cac chét dinh dudng cua té bao can kiét, té bao s&
bat dau chét va s6 lugng té bao séng sot s& giam.

1. Pha lag

Pha lag (hodc pha tinh khéi dau hodc tiém tang) 1a thoi ky khoi dau
clia qua trinh nudi cdy, trong sudt thoi ky nay sy thay doi sd lugng té bao 1a
bang khong hodc khong dang ké. Mic du s lugng té bao khong ting 1én,
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nhung té bao c6 thé sinh truong bang cach ting kich thudc trong sudt thoi
ky nay.

InC,

C, x107°

dInC,
dt

Hinh 3.1. Pudng cong sinh truéng dic trung cua cac co thé don bao. (A) pha lag,
(B) pha sinh truéng nhanh, (C) pha sinh truéng theo ham mil, (D) pha sinh truéng
cham, (E) pha tinh, (F) pha chét.

b0 dai cta pha lag tuy thudc vao nhiéu nhan t, chéng han nhu loai va
tudi cta co thé vi sinh vat (hodc té bao dong-thuc vat), va cac diéu kién nudi
cdy. Pha lag thuong xuét hién do té bao phai diéu chinh v6i méi truong méi
trudc khi sy sinh trudng co thé bat diu. Néu vi sinh vat duge céy tr moi
truong c6 ndong do chat dinh dudng thap vao mdi trudng cd ndng do chat
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dinh dudng cao, thi pha lag thuong kéo dai. Néu né duge chuyén tir noi c6
ndng do cao dén noi c6 ndng do6 thap thi thudng khong xuét hién pha lag.

Mot nhan té quan trong khac anh huéng dén d6 dai cua pha lag l1a
luong mau duoc dwa vao nudi cdy (inoculum size). Néu mot lugng nho té
bao dugc dua vao mot thé tich 16n thi chung s& c6 mot pha lag dai. O trudong
hop nudi cay té bao trén quy mo 16n, thi thoi gian cua pha lag cang ngin
cang tot. Vi thé, ¢é dua miu vao (con goi 1a tiép miu) quy trinh 1én men
cong nghiép, ching ta cAn phai c6 mot diy cac ndi 1én men co lugng mau
16n dan dé giam thiéu anh hudng cia pha lag.

Vao giai doan két thic pha lag, khi sy sinh truong cua té bao bat dau,
thi téc d6 phan chia té bao ting 1én tir tir va dat dén gia tri cuc dai & thoi ky
sinh truong theo ham mii, nhu trinh bay bang sy ting 1én & goc udn cong B
trong hinh 3.1. Thoi ky chuyén tiép nay duge goi chung 1 pha sinh trudng
nhanh va thudng dugc xem nhu 13 mot phan cua pha lag.

2. Pha sinh truong theo ham mii (pha logarithm)

O céc co thé don bao, sy nhan doi tang dan cua sb luong té bao cho
két qua téc do sinh truong ting 1én lién tuc trong quan thé. Nudi cdy vi
khuan trai qua su sinh truong can bang kiéu nhu phan tmg hoa hoc bic mot
tir xuc tac. Vi thé, téc do ting truong clia quan thé té& bao & moi thoi diém ty
1¢ voi mat do s6 lugng (C,,) clia té bao hién dién tai thoi diém do.

dC
v = dtN = uCy

(3.5)

Trong d6: hang sd u dugc biét nhu 1a tdc do sinh truong dic trung
(gid™"). Khong nén nhim 1an téc d6 sinh trudng dic trung véi toc do sinh
truong (co cac don vi va y nghia khac han). Téc do sinh trudng 13 su thay
ddi cta mat do sd luong té bao theo thoi gian, trong khi do tdc do sinh
truong dac trung la:

1 dCy, dnC,

= —X
= e T

(3.6)

D6 1a sy thay doi theo logarithm ty nhién cia mat do s lugng té bao
theo thoi gian. So sanh phuong trinh (3.4) va (3.6) cho thay:
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dInC, dlog, C,
= =In2| —==-% =6 In2
n=— ( 7 (3.7)

Vi vay, toc do sinh truong dic trung u bang In2 1an toc do phan chia &.
Néu 4 13 hing s6 theo thoi gian trong sudt thoi ky sinh truéng theo
pha ham mil, thi phuong trinh (3.5) ¢6 thé dugc lay tich phan tir £ t6i ¢ khi do:

Cy t
Y dC,
=|udt (3.9)
C{O Cy z.[
Hay:
Cy = CN0 exp[ﬂ(t —1l )] (3.9)

Trong do: Cy, 1a mat do6 sd luong té bao & 1, khi sy sinh truéng ham
mil bit ddu. Phuong trinh (3.9) cho thiy su ting 1én cua sd luong té bao theo
ham mii ddi véi thoi gian.
Thoi gian can thiét dé gap doi quan thé, duoc goi 1a thoi gian nhan doi
(ta), c6 thé udce lugng tir phuong trinh (3.9), bang cach dat C, =2C,, va
t, =0, gidi theo ¢ ta co:
p In2 1 310
TS (3.10)
Thoi gian nhan doi ty 1& nghich voi toc do sinh trudong dic trung va
bang sb nghich dao ctia téc do phan chia.

3. Cdc nhan t6 anh huéng dén téc o sinh truong ddc trung
3.1. Nong do co chit

Mot trong nhitng phuong trinh dugc str dung rong rai nhat thé hién
anh hudng cua nong do co chat (chat dinh dudng) Ién u 1a phuong trinh
Monod:

C
/,l= /umax S (3'11)
K, +Cq
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Trong do: Cy 1a néng do cta co chat giéi han (limiting substrate)
trong moi truong va K 1a hé s6 hé thdng. Mbi quan hé nay duoc trinh bay
bang dd thi trong hinh 3.2. Gia tri cia K s tuong duong voi ndng d6 cla
chét dinh dudng khi tde do sinh trudng dac trung bi“mg mot nita gia tri cuc
dai cia N6 (Lmax)-

Theo phuong trinh Monod, sy tang 1én vé sau cﬁa nong do chat dinh
dudng khi x dat dén p_, da khong anh huong dén toc do sinh truong dac
trung, nhu di trinh bay & hinh 3.2. Tuy nhién, téc do sinh truéng dic trung
s& giam xudng khi ndng do chat dinh dudng tang 1én vuot qua mot mic do
nhat dinh.

3.2. Nong do san pham

Khi céc té bao sinh truéng, chiing s& san xuit ra cac san pham trao d6i
chat va c6 thé tich lity trong moi truong. Sinh truéng ciia cac vi sinh vat
thuong bi trc ché boi cac san pham nay, anh hudng cua cac san pham nay c6
thé duoc bd sung vao phuong trinh Monod nhu sau:

Cs Ky
1= x (3.12)
K +Cs K, +Cp

hoic:

L=p . _C x| 1- Cr (3.13)
K¢ +C Cp,
Trong d6: Kp 12 hé s6 nong d6 san pham va Cp 1a nong do san pham.
Ca hai phuong trinh trén d3 moé ta sy e ché san pham kha tot. Cp,

duoc ky hiéu la ndng do cuc dai cua san pham, 1a yéu t6 lam cho céc té bao
khong the sinh trudng do sy trc ché san pham.

3.3. Céc diéu kién khac

Téc d6 sinh trudng dic trung cua cac té bao ciling bi anh hudng boi pH
mdi trudong, nhiét d§ va sy cung cap oxygen. Nhi¢t do va pH toi uu cua cac
loai t€ bao khéac nhau (ddng-thuc vat va vi sinh vat) la cting khac nhau.
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1,2
ﬂmax
/ r
Hinh 3.2. Sy phu thudc cua toc
08F do sinh truéng dic trung vao
H néng d6 cta chat dinh dudng
gi6i han sinh trudng. fi. =
041 0,935/gid; Ks = 0,22x10™* mol/L.
KS
0 / 1 1
2 4 6
C, x10*,M

4. Pha tinh va pha chét

Sinh trudng ctia quan thé té bao thuong bi han ché hodc do str dung
hét toan b cac chat dinh dudng cé san hodc do su tich lily cac san pham
doc cua sy trao d6i chat. Két qua la téc do sinh truong giam va sy sinh
truong cudi cung da dung lai. O thoi diém nay nudi ciy dugc goi la pha
tinh. Giai doan chuyén tiép gitta pha ham mil va pha tinh bao gém mot thoi
ky sinh trudng khong cén bang va trong suot thot ky ndy cac thanh phan
khac nhau cta té bao duogc tong hop ¢ cac toe do khong bang nhau. Két qua
1a cac té bao trong pha tinh c6 mot thanh phan hoa hoc khac véi cac té bao
trong pha ham mi.

Pha tinh thuong dugc tiép theo boi pha chét ma trong d6 cac co thé
trong quan thé bi chét. Su chét xuit hién hoic do su suy yéu cua viéc bao
quan ning luong cia té bao, hodc do sy tich liy cac san pham doc t6. Gidng
nhu sy sinh trudng, sy chét 1a mot ham mil. Trong mdt ) truong hop, co
thé khong chi chét ma con phan hity, mot qué trinh con duoc goi 1a sy phan

giai.
IV. Cac ky hiéu
C néng do, khoi lugong trén mot don vi thé tich nudi céy, kg/m3

Cy mét do sb lugng té bao, sb luong té bao/m’
C,  matdo sd luong té bao tai thoi diém ¢, sb luong té bao/m’
0

Cp nong do san pham
Cpm  noOng do cuc dai ciia san pham
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Cs néng do co chat
Cx ndng do té bao, trong luong kho té bao trén thé tich kg/m
dCy/dt su thay d6i ndong do kho cua té bao theo thoi gian
dCy/dt su thay d6i mat do s6 luong té bao theo thoi gian
Kp hé s6 ndong d6 san pham
Ky hé sb hé théng cho dong hoc Monod, kg/m3

3

n s6 luong té bao
tde do
ry tdc do sinh trudng cta té bao trén co so trong luong kho
rN tdc do sinh trudng cia té bao trén co so s6 luong
t thot gian, s
ty thot gian nhan doi, s
9 tde do phan chia cua té bao, s!

1) tdc d6 phan chia té bao trung binh, s™
7 tdc d6 sinh trudng dic trung, s hodc kg/m’/s

Hmax  te @0 sinh truong cuc dai, s hoic kg/m3/s

yo, mat do té bao, kg/m3
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Chuong 4
Thiét ké hé 1én men

I. H¢ 1én men thung Khuiy

Nobi phan tng sinh hoc (bioreactor) hay con goi 13 hé 1én men
(fermenter) 1a loai thiét bi ma trong no su bién ddi hoa sinh dugc tién hanh
boi cac té bao séng hodc cac thanh phan té bao in vivo (enzyme). Trong
chuong ndy, ndi phan tng sinh hoc dé nudi cdy cac té bao séng duoc goi la
hé 1én men dé phan biét cac ndi phan tng sinh hoc dung cho cac enzyme.
Trong phong thi nghiém, cac té bao thuong dugc nudi cdy trong cac binh
tam giac trén may lc. Lic nhe binh tam giac rat hiéu qua dé tao ra dich
huyén phu té bao, ting cuong su oxy hoa théng qua bé mat chat long va trg
gitip sy chuyén khéi (mass transfer) cta cac chat dinh dudng ma khong giy
nguy hiém cho ciu trac té bao.

bot

-
vach ngan

dun néng

// lam lanh

turbin det
|- s

E khong khi vo triing

Hinh 4. 1. So d6 hé 1én men dung cho san xuit penicillin.

D6i voi hoat dong san xuit & quy mo 16n, thi hé théng 1én men thing
khudy (stirred-tank fermenter, STF) duogc st dung rong rdi nhat dé thiét ké
cho qua trinh 1én men cong nghiép. N6 c6 thé dugc ding cho ca hai trudng
hop 1én men hiéu khi (aerobic) va yém khi (anaerobic) trong mot pham vi
rong céc loai té bao khac nhau bao gém vi sinh vat, dong vat va thuc vat.
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Hinh 4.1 gi6i thidu so d6 hé 1én men dung trong san xuat penicillin.
Cuong do pha tron (mixing intensity) c6 thé rat khac nhau bang cach chon
loai canh khudy (impeller) thich hop va cac téc do khudy khac nhau. Viéc
suc khi va khudy co hoc trong hé 1én men rét tot cho nuéi cay dich huyén
phu té bao, su oxy hoa, sy pha tréon mdi truong va truyén nhiét. STF ciing c6
thé duoc ding cho cic méi truong co6 do nhét cao. N6 1a mot trong nhiing
hé 1én men quy mé 16n dau tién dugc phat trién trong cong nghiép dugc.
bic diém va tiém nang cua STF duoc nghién ctu rong rdi. Do hé 1én men
thung khudy thuong dugc 1am bang thép khong ri va hoat dong trong diéu
kién 6n hoa nén tudi tho cua thiét bi rat lau.

Nhuogc diém cua hé 1én men thung khudy bét ngudn tir wvu diém cia
n6. Bo phéan (canh) khudy rat hiéu qua trong viéc pha tron cac thanh phan
ctia hé 1én men, nhung lai tiéu thy mot luong 16n cong sudt va co thé giy
nguy hiém cho nhing hé thdng t& bao nudi cdy man cam véi luc truot (shear
force) nhu té bao dong vat cé va hoac té bao thuc vat. Luc trugt cia chat
long trong hdn hop dugc tao ra boi gradient toc do cua cac thanh phan tdc
d6 (hudng tAm va tiép tuyén) cua chit long khi roi khoi vang canh khudy.
Khi chét 16ng roi khéi ving trung tam, thi tc d6 ctia n6 & vi tri trén va dudi
canh khuay (c6 khoang cach bang chiéu rong canh khudy) s& giam khoang
85% va tao ra mot vung trugt cao. Khi ty 1¢ chiéu rong canh khua‘iy trén
duong kinh ciia n6 tang thi profile tdc do it co dang dic trung cta parabol
ma tré nén tu hon va n6 tao ra luc truot it hon do gradient tdc d6 16n dan
1én. Vi thé, bang cach ting chiéu rong canh khudy, co thé ung dung thanh
cong STF trong nudi céy té bao dong vat hoac té bao thuc vat.

Nhiéu hé 1én men quy mé phong thi nghiém dwoc 1am bang thuy tinh
c¢6 nap bang thép khong ri. Cac thung 1én men 16n hon duoc 1am bang thép
khong ri. Ty 1& chiéu cao trén dudng kinh cta thing 1én men (vessel) hodc
1a 2/1 hodc 1a 3/1 va thudong duoc khudy bing hai hodc ba turbine khudy
(canh khudy). Truc canh khudy dugc gan trén nap hodc tir day cua thing
bang gia d&. Ty 1é dudng kinh canh khudy (D)) trén duong kinh cta thing
(Dy) thuong 13 tir 0,3-0,4. Trong truong hop hé 1én men c6 hai canh khudy,
thi khoang cach giita canh khudy thir nhat v6i day cia vessel va khoang
cach gitta hai canh khudy bang 1,5 duong kinh canh khuay. Khoang cach
nay giam xudng con 1,0 so véi dudong kinh canh khudy trong truong hop hé
1én men c6 ba canh khudy. Bon vach ngin (baffles) cach déu nhau thuong
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dugc thiét ké dé ngan can sy hinh thanh dong xoay lam giam hiéu suat pha
tron. Chiéu rong cua vach ngin thuong bang 1/10 dudng kinh cta thing
(tank). O truong hop hé 1én men hiéu khi (aerobic fermenter), thi mot bo
phun 16 don (single orifice sparger) hodc mot bo phun vong duoc sir dung
dé suc khi cho hé 1én men. Bo phan phun duoc dat ¢ vi tri gitra canh khuéy
cudi cung va day cua vessel. Do pH trong hé 1én men c6 thé dugc duy tri
bang cich dung dung dich dém hodc bo diéu chinh pH (pH controller).
Nhiét 46 dugc diéu chinh bang hé thong gia nhiét va 1am lanh tu dong.

1. H¢ lén men dong nut (plug-flow fermenter, PFF) hodc mé (batch
fermenter)

Mot hé 1én men khudy 1y twong phai ¢6 kha ning pha tron t6t sao cho
cac thanh phan dong nhat trong mot két ciu & moi thoi diém. Mot hé 1én
men ly tudng khac 1a hé 1én men dong nut, mot dang twong dong cuia hé 1én
men me.

Trong hé 1én men dong dng (tubular-flow fermenter), chat dinh dudng
(co chat) va té bao di vao mot dau cua dng hinh tru va té bao sé sinh trudong
trong khi ching di qua dng nay. Do 6ng dai va thiéu bo phan khudy nén da
ngan can sy pha tron hoan toan cia cht long, vi thé tinh chit cua dong chay
thay ddi trong hai chiéu tiép tuyén va hudéng tdm. Tuy nhién, su bién thién
trong chiéu hudng tim nhé hon chiéu tiép tuyén. Mot hé 1én men dong 6ng
ma khong c6 nhitng bién thién huéng tim thi duoc goi 1a hé 1én men dong
nut (PFF).

Thuc té, hé 1én men PFF rat kho xdy dung. Cho du hé¢ 1én men PFF
trang thai 6n dinh (steady state) dugc hoat dong trong mdt kiéu lién tuc, thi
nong do té bao cua hé 1én men mé 1y tudong sau thodi gian ¢ s& giéng nhu
néng dd té bao cua hé 1én men PFF trang thai 6n dinh & vi tri chiéu doc noi
ma thoi gian luu (residence time) 7 bang ¢ (Hinh 4.2). Vi thé, sy phan tich
sau dy tmg dung cho ca hai, h¢ 1én men mé 1y tuong va PFF trang thai 6n
dinh.

Néu moi truong long dugc tiép mau bang nudi cdy két hat (seed
culture), thi t& bao s& bat dau sinh truong theo ham mii sau pha lag. Trong
hé 1én men mé, su thay d6i ndng do té bao bang téc do sinh trudng té bao:

dC
L=ry=uC, (.
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F CXO — é ——— F X
LHL CSO | : | Sy
V, Cx, Cs 'to ll‘ 'I[p
Cy=C Cx
Yo g =y, Cs
Cs =Cy,
(a) (b)

Hinh 4.2. So d6 (a) hé 1én men thing khudy mé va (b) hé 1én men dong nut.

Dé thu dugc phuong trinh higu sudt ciia 1én men mé, chiing ta can lay
tich phan phuong trinh (4.1) s€ duogc:

Cy
J' dCy j —Idt—t—t (4.2)
Cxy i)

) Can luu ¥ rang, phuong trinh (4.2) chi dugc tng dung khi x> 0. Yi
the, 7, (trong phuong trinh 4.2) khong phai 1a thoi gian ctia nudi cay ban dau
sau khi tiép mau, ma 1a thoi gian té bao khoi dong sinh trudng, 1a giai doan
pha sinh truéng bat dau tang nhanh.

Theo phuong trinh (4.2), thoi gian sinh truéng tirng mé ¢ — ¢, chinh la
dién tich phia dudi duong cong 1/, theo C, gitta C, va C, (Hinh 4.3).
Duong cong lién tuc & hinh 4.3 dugc tinh toan bang phuong trinh Monod va
vung c¢6 mau to1 bang ¢ —¢,. Thoi gian sinh trudng tung mé it khi duge ude
luong bang do thi ndy vi dé xac dinh n6 thi dua vao dudng cong ¢ theo C ¥
1a don gian hon. Tuy nhién, biéu dién bang do thi s& thuan tién trong viéc so
sanh tiém nang cua cac cAu hinh hé 1én men khac nhau (s€ dugc thao luan
sau). Lac nay chi luu ¥ rang, dudng cong cdé mau téi dang chir U la dic
trung cua cac phan @ng xtc tac ty dong:

S+X->X+X
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CX

Hinh 4.3. D6 thi cua thoi gian sinh trudng ting mé ¢ — t, (vung t61). Pudng cong
lien tuc biéu dién mo hinh Monod vé&i 4, = 0935/giy; K, =0,71g/L;
Yy =06, Cy =16g/L; va C; =10g/L.

Téc do khoi dau cua phéan @ng xic tac tw ddng cham do ndng do cia
X thap. Tdc d6 phan ung ting 1én khi cac t& bao sinh san va sau do sé dat
dén toc do tdi da. Khi lugng co chét gidm va cac san phém doc duoc tich
lity, thi tc d6 phan ing giam xudng & gia tri thap hon.

Néu dong hoc Monod (Monod kinetics) biéu dién thich hop téc do
sinh trudng trong sudt pha ham mii, thi chung ta c6 thé thay thé phuong
trinh (3.11) & chwong 3 vao phwong trinh (4.2) dé c6 duoc:

(4.3)

Cf (K5 +C5)dCy _ jdt
Cx, /umaxCSCX ty

Phuong trinh (4.3) ¢6 thé tinh dugc tich phan néu chung ta biét méi
quan h¢ gilta Cs va Cx. Nguoi ta da quan sat thay rang s luong sinh khoi té
bao dugc san xudt ty 1€ v6i lugng co chét gi61 han duoc ti€u thy. Hi¢u suét
sinh truéng (Y, ) da dugce dinh nghia nhu sau:

AC b% CX - CX(J

Y, .= = 4.4
w _ACS _(CS_CSO) ( )

Thay phuong trinh (4.4) vao phuong trinh (4.3), tich phan ctia phuong
trinh tong hop nay s& dua ra mdi quan h¢ giita nong do té bao va thoi gian:
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C
(t_tO )ﬂmax = M"'l In CX + KSYX/S In % (45)
CXO + CS0 Yy CX0 CX0 + CSO Yys G

2. Hé l1én men thing khudy lién tuc (continuous stirred-tank fermenter-
CSTF) ly tuong

Quén thé té bao c6 thé tiép tuc ¢ giai doan sinh trudng ham mil trong
mot thoi gian dai bang cach duy tri hé théng nudi cdy lién tuc. Hinh 4.4
trinh bay so d6 hé 1én men thung khudy lién tuc (CSTF). Budng sinh trudng
(thing 1én men hay binh nuéi) dugc két ndi voi binh chira méi trudng vo
trang. Khi qua trinh sinh truong bat dau thi méi truong sach duoc cung cap
lién tuc tir binh chira moéi truong.

Hé théng nuoi céy lién tuc co thé hoat dong nhu 1a mot chemostat (thé
on dinh hoa tinh) hoac turbidostat (thé on dinh d6 duc). Trong chemostat tde
do dong chay dugc cai dat & mot gia tri dac biét va tbc do sinh trudng cua
nudi cdy sé diéu chinh tbc do dong chay nay. Néi chung, hoat dong
chemostat dé dang hon turbidostat, do né co6 thé dugc thuc hién béng cach
dat may bom ¢ mot toc dd dong chay khong dbi, trong khi turbidostat doi
hoi mot thiét bi cam quang (optical sensing device) va mot bd diéu chinh
(controller). Tuy nhién, turbidostat dugc gigi thi¢u khi h¢ 1én men lién tuc
can duogc tién hanh & cac toc do pha lodng cao gan véi diém ria troi
(washout point), khi ta c6 thé ngin can sy rira tréi bang cach diéu hoa toc do
dong chay trong trudng hop that thoat t& bao thong qua dong chay ra ngoai
vuot qué sy sinh truong té bao trong hé 1én men.

PO

S —

HO Cy
V.C Cs [ F ¢

Hinh 4.4. So d6 hé 1én men thung khudy lién tuc (CSTF).
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Can bang nguyén liéu cho té bao trong CSTF (Hinh 4.4) c6 thé duoc
viet nhu sau:

dc
FC, —FC, +Vr, =V —X (4.6)
: dt

Trong do: ry 1a toc d¢ sinh truong té bao trong hé 1én men va dC, /dt
biéu dién su thay d6i ndng d6 té bao trong hé 1én men theo thoi gian.

Dbi voi CSTF hoat dong trang thai 6n dinh, thi sy thay d6i nong do té
bao theo thoi gian 1a bang khong (dC o dt = O) do céac té bao trong binh
nudi chi sinh trudng du nhanh dé thay thé nhimg t& bao bi hao hut theo dong
chdy ra ngoai, va phuong trinh (4.6) tr¢ thanh:

c,-C
S At S 4.7)
F Ty

Phuong trinh (4.7) cho thay thoi gian Iuu can thiét (z,) bang dién tich

hinh chit nhat ¢é chiéu rong C, —C ¥ Va chiéu cao 1/r, trén duong cong

1/7, theo Cx.

Hinh 4.5 biéu dién duong cong 1/7, theo Cy. Dién tich hinh chit nhat
dugc t6 dam ¢ trong hinh bang thoi gian luu trong CSTF khi dong chay vao
1a v6 tring. Minh hoa thoi gian luu bang d6 thi ¢ thé gitp ching ta so sanh
hiéu qua cua cac he 1én men. HE Ién men c¢o6 thoi gian luu ngan hon (dé dat
t6i mot ndng do6 té bao nhit dinh) la hiéu qua hon. Hoat dong t6i uu cua hé
1én men dua trén sy minh hoa d6 thi nay s& duogc thao luan trong phan tiép
theo.

Hinh 4.5. Minh hoa bang d thi u6c luong thoi gian luu cho CSTF. Pudng biéu
dién mo6 hinh Monod véi g, = 0,935/gio; K, =0,71g/L; Y, =0,6;

Cy =10g/L;va €y, =0
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Néu dong chay vao 1a vo triung (Cy, =0), va té bao trong CSTF
dang sinh truong theo ham mii (r, = uC, )thi phuong trinh (4.7) sé tro
thanh:

T, = 1.1 (4.8)
m ﬂ D .

Trong d6: D duoc biét nhu 1a tbc do pha lodng va c6 gia tri bang
nghich dao cta thoi gian luu (z,)). Vi thé, dbi v6i CSTF trang thai 6n
dinh c6 chéat dinh dudng vé trung, thi téc do sinh truéong dic trung bang
tbc d6 pha lodng. Mit khac, téc do sinh trudng dic trung cua té bao co
thé duoc diéu chinh bang cach thay doi toc d6 dong chay mdi trudng.
Néu téc @6 sinh trudong co thé duge biéu dién biang phwong trinh Monod,
thi sau do:

D:ﬂ:L:ﬂLXCS (4.9)
T K¢ +C

m

Tir phuong trinh (4.9), Cs c6 thé dugc tinh todn bang thoi gian luu da
biét va cac thong sé dong hoc Monod nhu sau:

o __ K (4.10)
Tm/umax _1

Tuy nhi€3n, can cht y ra:ing phuong trinh (4.1()) chi c6 gié tri kpi
.. >1.Neu 7, pu <1, toc dd sinh trudng cua té bao sé thap hon toc
d06 té bao that thoat theo dong chay ra ngoai. Do do, tit ca té bao trong hé
1én men s€ bi rira trdi, va phuong trinh (4.10) s€ khong co gia tri.

Néu hiéu suét sinh truéng (Y, ) 14 hang sd, thi sau do:

Cy = X/S(CS,. -C) (4.11)

Thay phuong trinh (4.10) vao phuong trinh (4.11) s& cho hiéu suét
tuong quan d6i véi Cy nhu sau:

K
C, = YX/S[CSI_ ——s j (4.12)
Ty My — 1
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Tuong tu:

K
C,=C, + YP/S(C& SR J (4.13)
Ty M — 1

Trong d6: Cp 12 ndng d6 san phdm, Cp; 1a ndng do san pham dua vao.
Mot 1an nita, phwong trinh (4.12) va (4.13) chi c6 gia tri khi
z-m lumax > 1 *

Trong phan nay, ching ta dit can bang nguyén liéu cho nong do té
bao va thu dugc cac phuong trinh khac nhau cho CSTF. Céac phuong trinh
tuong tu ciing c6 thé thu duoc bing cach dit cac cin bang nguyén liéu cho
ndéng do co cht va nong do san pham.

3. Ubc lwong cdc théng sé dong hoc Monod

Ping thirc toc do sinh truong dic trung va tdc do pha lodng ctia CSTF
& trang thai 6n dinh (phuong trinh 4.9) tién loi trong nghién ctru anh hudng
ctia cac thanh phan khac nhau ctia méi trudng 1én tdc do sinh trudng dic
trung. Bang cach do nong dd co chit ¢ trang thai 6n dinh véi cac toc do
dong chay khac nhau, cdc m6é hinh dong hoc khac nhau co thé duoc thir
nghiém va gid tri cua cac thong sé dong hoc ¢ thé duoc ude lugng. Sip xép
lai phuong trinh (4.9) c6 thé thu duoc méi quan hé tuyén tinh nhu sau:

K, 1 1

1
—= X — 4+ —— (4.14)
lu lumax CS lumax

Trong d6: u bang toc d6 pha lodng (D) cho chemostat. Néu mét té bao
nhat dinh tuan theo dong hoc Monod, thi db thi 1/ theo 1/Cy s& dem lai
gidtri u . vaKg (bang cach doc phan bj chin va do déc caa dudng thing).
Db thi nay c¢6 wu diém cho thdy mdi quan hé giira bién doc lap (Cs) va bién
phu thudc x. Tuy nhién, 1/ s& tién téi oo néu ndng d6 co chat giam dan
dén trong luong vuot qua mic dé do khi ndng d6 co chat thip va trong
luong khong du dé do khi cac ndng do co chét cao.

Phuong trinh (4.9) c6 thé sap xép lai dé dua ra cac mdi quan hé tuyén
tinh tng dung thay cho phuong trinh (4.14) nham uéc luong t6t hon cac
thong sb trong nhitng truong hop nhat dinh:
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G _ K G (4.15)
ﬂ /’lmax Ileax

Y7,
=, —K L (4.16)
H=H SCS

Tuy nhién, giéi han cta phép tinh gan dung nay (dé xac dinh cac
thong sb dong hoc) gip kho khan khi st dung CSTF. Pdi véi truong hop
van hanh theo timg mé, chiing ta tham chi c¢6 thé dung binh tam giac lic trén
may lic dé van hanh nhiéu mé véi cac didu kién khac nhau trong ciing mot
thoi gian. Van hanh theo timg mé trong ndi 1én men ¢ khudy ciing khong
kho khan lim, do khéng co cac két ndi di vao va di ra (ngoai trir bd phan
cung cap khong khi) va thoi gian van hanh ngin, it c6 nguy co cta sy nhidém
béan hé 1én men.

Dé van hanh CSTF, chung ta can c6 cac ngudn cung cap dinh dudng
va tich trir san phém duoc két ndi vo trung véi h¢ 1€n men. Tdc do cua cac
dong chay vao va ra khéi hé 1én men can duogc kiém soat mot cach chinh
xéc. Thinh thoang, viéc kiém soat téc d6 dong chay ra co thé gip khé khin
do su tao bot va két khéi cua cac té bao. Do thoi gian van hanh it nhat mot
vai ngay hodc tham chi ca tudn dé dat t6i trang thai 6n dinh (ciing gy ra sy
bién ddi téc d6 pha lodng), cho nén ludn cé rui ro cao d6i voi hé 1én men do
bi nhiém ban. Thudng xuyén gip kho khin trong viéc dat ti trang thai on
dinh boi d6t bién cua té bao va kha ning thich nghi v6i méi trudng méi cua
chung.

Hon nita, do hau hét cac hé 1én men quy mé 16n dugc tién hanh trong
kiéu tung mé, cho nén cac thong ) dong hoc dugc xac dinh bdi nghién ctru
chemostat phai dy bao dugc sy sinh truong trong kiéu 1én men nay. Tuy
nhién, bang chimg (kiém tra va xac minh) mé hinh déng hoc va uéc lugng
cac thong sé dong hoc bang cach van hanh chemostat 13 phuong phap dang
tin cay nhat do diéu kién méi trudng khong thay ddi cia nod.

Céac sd liéu ctia van hanh theo ting mé cé thé duoc dung dé xac dinh
cac thong sb dong hoc, cho du n6é khéng phai 1a phuong thic duge gidi
thiéu cao. Toc d¢ sinh truong dic trung trong subt qué trinh van hanh theo
ting mé c6 thé duoc wdc luong bang cach do do dbc cua dudng cong ndng
d6 té bao theo thoi gian ¢ cac diém khac nhau. Nong d6 co chit can thiét
duogc do ¢ cung cac diém noi ma do ddc duoc doc. Sau d6 cac dd thi theo
cac phuong trinh (4.14), (4.15) va (4.16) co thé dugc xdy dung dé xac dinh
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cac thong sb dong hoc. Tuy nhién, gia tri cua cac théng sé thu dugc trong
phuong phap nay can thiét duoc khao sat can than xem chung c6 & trong
pham vi hop 1y cho céc té bao dugc kiém tra hay khong.

4. Hiéu suat ciia CSTF

Thong thuong, hi¢u suat cia hé 1én men duoc hiéu nhu 1a sd luong
san pham dugc san xuat trén mot don vi thoi gian va thé tich. Néu dong
chay vao la vo trung (C, = 0) thi hiu suat sinh khoi t& bao bang C, /7, ,

chinh 14 d6 doc cua duong thang OAB cua dudng cong Cy theo 7, (Hinh
4.6).

10 -
8_
6|
C, C B
4|
21 A
O 1 1 J
0
0 D 2 4 6

Hinh 4.6. Su thay d6i ndng do té bao va co chit nhu 1a mot ham cua thoi gian luu.

Hiéu suét bang d6 doc ciia duong thaing OAB. Puong cong duoc vé bang mo hinh
Monod v&i pmax = 0,935/gi0; Ks= 0,71 g/L; Yys5=0,6; va Cs,. =10 g/L.

Hiéu suit & diém A bang hiéu suit ¢ diém B. O diém A ndng do té
bao cua dong chay ra thap nhung thoi gian luu lai ngén, vi thé méi truong
c6 thé chay qua dé dang hon. Nguoc lai, & diém B ndng d6 té bao cua dong
chay ra cao nhung thoi gian luu lai dai vi thé chi c6 mot luong nhod cta méi
truong chay qua. Piém A 1a ving khong 6n dinh vi rat gan véi diém rira troi
D, va vi chi can mot su dao dong nho trong thoi gian luu cling c6 thé dem
lai mot sy thay ddi 16n trong ndng do té bao. Khi 6 ddc cua dudng thing
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tang 1én thi hiéu sut s& ting va do dai cia AB giam. P dbc cua dudng
thang s& dat gia tri cuc dai khi n6 1a dudng tiép tuyén cua dudng cong Cy.
Vi thé, gia tri hiéu sudt cuc dai bang do dbc cua dudng ocC. Hiéu suét cuc
dai s& dat dugc & diém D.

]?iéu kién hoat dong dé dat hiéu suit cuc dai & CSTF ¢6 t}}é udc lugng
theo do thi bang cach dung duong cong 1/r, theo Cx. Hi€u suat cuc dai co
thé thu dugc khi thoi gian lyu 1a t6i thiéu. Vi thoi gian luu bang dién tich
ctia hinh chit nhat véi chiéu rong Cy va chiéu cao 1/7, trén dudng cong
1/7, theo Cy, cho nén né s& dat téi thiéu khi 1/, 1 tdi thiéu (Hinh 4.7).

Hinh 4.7. Minh hoa bang d6 thi CSTF véi hiéu suat cuc dai. Puong lién tuc biéu
dién cho mo hinh Monod véi pmy = 0,935/gid; Ks = 0,71 g/L; Yys = 0,6;
Cs=10g/L;va C, =0.

Diéu can luu ¥ 13 diéu chinh cac phuong trinh cho ndng d6 té bao va
thoi gian luu dé sao cho hiéu suit t& bao dat cuc dai. Hiéu suét té bao cho
CSTF trang thai 6n dinh voi chét dinh dudng vo trung 1a:

C_X =y = lumaxCSCX (417)
7, = Kg+Cy

Hiéu suat dat cuc dai khi dr,/dC, =0, sau khi thay thé
Cy=Cy —Cy /Y, vao phuong trinh (4.17), ldy tich phan theo Cy va dat
phuong trinh tong hop bang 0, ching ta thu dwoc néng do té bao tdi wu
(Cy o) cho hi€u suat cyc dai nhu sau:
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(04
CX,opt = YX/SCS‘. m (4.18)

o Ks+Gs (4.19)
KS

\ C A A A A Ao Y
Vi: C, =C; — X nén nong do co chat toi wu (Cs, opt) S€ 14
X/S

Trong do:

C,

C. —_5_ (4.20)
a+1

S,opt

Thay phuong trinh (4.20) vao phuong trinh (4.17) d thu duoc mot
thoi gian luu tdi wu (7,,0,,) nhu sau:

S — 421)

o :umax (a - 1)

5. So sanh nuoi cay cua hé lén men mé va hé lén men thung khuay lién tuc

Nhu d3 dé cap, thoi gian luu can thiét dé nudi ciy mé hodc PFF trang
thai 6n dinh dat t6i mot ndng do té bao nhat dinh 1a:

(4.22)

Trong dé: o 14 thoi gian can thiét dé dat t6i pha sinh truong theo ham
mil. Dién tich bén dudi cia duong cong 1/r, theo Cy, gitta C, va Cy la

bang 7, —t, nhu di duoc trinh bay & hinh 4.3.

Mit khéc, thoi gian luu & CSTF dugc biéu dién boi phuong trinh
(4.17) bang dién tich hinh chir nhéat véi chiéu rong C, - C, , va chiu cao

1/r,.
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Vi duong cong 1/7, theo Cy c6 dang hinh chit U nén chiing ta c6 thé
¢6 mdt vai nhan xét cho hé 1én men don nhu sau:

, - Hau hét cac hé 1én men san Xlr,lélt lé‘lq mot CSTF hoat dong véi néng do
teé bao ma & d6 gia tri cua 1/r, la toi thieu (Hinh 4.8 a) do n6 doi hdi thoi
gian luu ngin nht.

- Néu ndng d6 cudi cung cia té bao duoc hudng t6i ¢ trong pha tinh,
thi hé 1én men mé 1a chon lya tot hon CSTF, vi thoi gian luu can thiét cho
nudi ciy mé (Hinh 4.8 b) 1 ngén hon ctia CSTF.

a b
2 1
I”X rX
CX CX

Hinh 4.8. Minh hoa bing d6 thi thoi gian luu dugc yéu cau (ving tdi) cho: (a)
CSTF va (b) h¢ 1én men mé.

I1. Thu hdi té bao

Pbi v6i hoat dong lién tuc cia PFF va CSTF, cac té bao that thoat
cung véi dong chay ra (outlet) dd han ché hiéu suit ciia hé 1én men. Vi thé,
hiéu suat c6 thé duoc cai thién bang cach thu hdi (recycling) té bao tir dong
chay ra dé dua trd lai hé 1én men.

1. Thu héi té bao 6 PFF

PFF doi hoi sy hién dién ban dau cua té bao trong dong chay vao
(inlet) nhur 1a mot hé 1én men mé doi hoi dua mau vao ban dau. Phuong thirc
kinh té nhat dé cung cép té bao trong dong chay vao 1a thu hdi mot phan cta
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dong chay ra dua tro lai dong chay vao véi (hodc khong co) thiét bi tach roi
té bao.
Hinh 4.9 mé ta so d6 thu hoi té bao & PFF. Khong giéng nhu CSTF,
PFF khong doi hoi thiét bi tach roi té bao dé thu hoi, vi su hién dién cia nd
khong lam ting dang ké hiéu sudt cua hé 1én men.

Phuong trinh hiéu suat ctia PFF v&i dong hoc Monod c6 thé dugc viét

nhu sau:
Cx, Cx,
V _ T, _ J-dCX: J-(KS+CS)dCX (4.23)
(1+R)F 1+R & Ty 2, u.. CCy

Trong do: 7 , la thoi gian luu dya trén tde do dong chay cua toan bd
hé thong. Thoi gian luu thuc té trong hé 16n men 16n hon ¢ , do téc do dong

chay ting 1én nho thu héi té bao.

(1+R)F
RF
CXR B CS]

Hinh 4.9. So dd thu hoi té bao & PFF.

Néu hiéu suat sinh trudng 1a khong d6i thi:

, 1 .
Cs =Cs _Y_(CX —-Cy) (4.24)

X/S

Thay phuong trinh (4.24) vao trong phuong trinh (4.23) cho Cs va lay
tich phan ta s& c6 két qua sau:

T Hinax _ KYy +1!In CX/ n KgYy s In Cis
1+R C, +C.Y, Cy Cy+Cg¥ys C

(4.25)
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Trong d6: C, va Cy ¢6 thé duoc ude luong tir sy can bang té bao va
co chat & diém phdi tron ciia dong chay vao va dong chay thu hdi nhu sau:

, C, +RC
C:X, Xr

(4.26)
X 1+R
C. +RC
C, = G5 T REs (4.27)
1+ R

Nong dod té bao cuia dong chay ra, c6 thé dugc ude lugng tir toan bd su
can bang t¢ bao nhu sau:

1
CX, = E[CX, + ¥y (Csi - Cs, )] (4.28)
Nong d6 té bao cuia dong chay thu hdi c6 thé dugc udc luong tir sy
can bang té bao trén bd loc nhu sau:

1+R-p
Cy, = TCX/_ (4.29)

Trong do: fla ty 1€ xa (bleeding) dugc dinh nghia nhu sau:
B
=— 4.30
=% (430)

Hinh 4.10 trinh bay hi¢u qua ciia tdc do thu hdi (R) trén thoi gian luu
ctia hé théng PFF c6 thu héi. Luu ¥ rang thoi gian luu duoc tinh toan dua
trén tbc do dong chay vao, d6 1a thoi gian luu thye su cua hé 1én men. Thoi
gian luu thuc té trén hé thong PFF 1a khong quan trong boi vi nd s& giam
xubng khi ting toc d6 thu hoi.

Khi f=1, tdc do xa s& bang téc d6 dong chay, va tbc do dong chay
ctia phan duogc loc L 1a bang 0, vi thé dong chay thu hoi khong duoc loc.
Thoi gian luu s& 13 v han néu R bang 0 va giam rd rét khi R ting 1én. Trong
truong hop nay ty 18 thu hdi tdi uu c6 thé & trong khoang 0,2.

Mot duong cong khac trong hinh 4.10 1a cho f=B/F = 1,8. Thoi
gian luu can thiét c6 thé giam bang cach tp trung dong chay thu hi tir 25-
40% khi R ¢ trong khoang 0,2-1,0. Khi R < 1,2, thi mdt doan cua duong

Céng nghé té bao 48



https://nhathuocngocanh.com/

cong dugc biéu dién bang ddu cham, boi vi kho c6 thé giam ty 18 thu hoi
xudng dudi 0,2 khi = 0,8.

Hinh 4.10. Anh hudng cua toc do thu hdi (R) va ty 1& xa (= B/ F) 1én thoi gian
luu (7, = V/F gi6) cua hé thong PFF c¢6 thu hdi. Pudng cong duoc vE bang mé hinh
Monod V6i fimax = 0,935/gi0; Ks= 0,71 g/L; Yx5=10,6; C, =10 g/L; Csf =1,3g/L;
va C, =0.

Viéc phan tich trong phan niy va cac phan sau ciing c6 thé dugc ung
dung trong cac bé ling té bao nhu 1a mot bd phan phan tach té bao. Dong
chay ra cta bé ling té bao s& bang F = B+L va ndng do cua nd s& la
(B/F)xCXf = ﬂCXf.

2. Thu hoéi té bao ¢ CSTF

Hiéu suit t& bao trong CSTF ting 1én cing véi viée ting toc do pha
lodng va dat dén gia tri cuc dai. Néu toc d6 pha lodng ting 1én qua diém cuc
dai, thi hiéu suit ciia hé 1én men sé& giam dot ngot va té bao s& bt dau bi pha
lodng do tdc d6 sinh san té bao kém hon sy hao hut té bao & dong chay ra.
Mot phuong thirc cai thién higu suat hé 1én men 1a thu hoi té bao bang cach
tach roi té bao khoi dong chay san pham bang hé loc dong chiay ngang
(cross-flow filter unit) (Hinh 4.11).

Nong do cao ciia té bao (duoc duy tri bang cach thu hoi té bao) s& 1am
tang hiéu sudt té bao khi téc do sinh truong ty 18 twong tng v6i ndng do té
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bao. Tuy nhién, phai c6 gidi han trong viéc ting hidu suat té bao voi viée
tang nong do té bao bai vi trong mdi trudng co ndng dd té bao cao, thi tde
d6 chuyén khéi chat dinh dudng s& bi giam do viéc don vao mét noi qua
dong va gay két khoi cia té bao. Viéc duy tri nong d6 qué cao ciia té bao
cling khong ¢6 1g1 boi vi bd phan loc s€ thuong xuyén bi hong hon ¢ truong
hop ndng do té bao cao.

Hinh 4.11. So d6 thu hdi té bao & CSTF.

Néu tat ca té bao dugc thu hdi trd lai trong hé 1én men, thi nong do té
bao s& tang lién tuc theo thoi gian va trang thai on dinh s& khong bao gio dat
duoc. Vi thé, dé hoat dong cua CSTF c¢o6 su thu hdi & trang thai on dinh,
chung ta can c6 mot dong xa (Hinh 4.11). Phuong trinh cin bang nguyén
liéu cho té bao trong hé 1én men c6 bd phén thu hdi té bao co dang nhu sau:

dc,
dt

FC, —BC, +VuC, =V (4.31)

Can luu ¥ rang, toc d6 dong chay thyc té di vao va di ra khoi bo phan
loc khong quyét dinh hoan toan dén su can bang tt ca nguyén liéu. Dbi véi
CSTF trang thai on dinh ¢6 su thu hdi t& bao va chat dinh dudng vo trung,
thi:

pfD=""=4u (4.32)
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Luc nay D thay cho D va bang toc do sinh truong dic trung. Khi
D =1 té bao khong duogc thu hoi, vi thé f = u.

Néu tdc do sinh trudong co thé biéu dién bang dong hoc Monod, thi
thay thé phuong trinh (3.11) & chuong 3 vao phuong trinh (4.32) ta c6:

C, = B (4.33)

Tm/“lmax - ﬂ
Cs chi c6 nghia khi 7, u > . Nong d6 té bao trong hé 1én men c6
thé duoc tinh toan tir gia tri cuia Cy nhu sau:

YX/S
B

C, = (Cs —Cy) (4.34)

Hinh 4.12 cho thay anh huéng ctia ty 1¢ xa 1én hiéu suat té bao ddi voi
mo hinh Monod. Khi £ bi giam xudng tir 1 (khéng thu hoi) toi 0,5 thi hiéu
suat té bao dugc tang 1én gap doi.

10

— [ =0,05
< KhONG thu O
Hinh 4.12. Anh hudng
cua ty 1¢ xa lén hi¢u suét
té bao (BDCy).

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
D

III. Cac hé 1én men khac

Nhiéu hé 1én men khac da dugc dé xuit va thir nghiém. Cac hé 1én
men nay duoc thiét ké dé cai thién hodc nhuoc diém cua hé 1én men thing
khqu (tiéu thu cong suat 16n) hoidc cac yéu cau dic biét cua mot qua trinh
1én men nhat dinh nhu: suc khi tot hon, chuyén nhiét hiéu qua, tach hodc giit
lai t& bao, bat dong té bao, giam bot thiét bi va gia thanh cua san phém, va
thudng khong dugc thiét ké cho quy mé 16n.
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Céc hé 1én men thuong duge phan loai dya trén co so cac kiéu binh
nuoi cua ching nhu 1a thung, cdt, hodc cac hé 1én men vong (loop). Ca hai
hé 1én men thung va cgt dugc xay dung trén co s& binh nuéi hinh try. Co thé
phan loai dua theo ty 1¢ chiéu cao (H) trén dudng kinh (D) nhu sau:

H/D < 3 cho hé 1&én men thung.

H/D > 3 cho hé 1én men cot.

Hé 1én men vong 1 hé 1én men thung hodc cot ¢6 vong luu thong chat
long, (c6 thé 1a 6ng thong gi6 (draft) ¢ giita hodc 1a mot cai vong gin & bén
ngoai h¢ 1én men).

C6 thé phan loai cac hé 1én men theo mot cach khac dwa trén co s cac
thanh phan ctia hé 1én men dugc phdi hop nhu thé nio: boi khi nén, boi bd
phan chuyén dong co hoc bén trong, hoic bdi bom chat 1ong bén ngoai. Cac
hé 1én men tiéu biéu trong mdi loai duoc trinh bay & bang 4.1, va cac uu diém
va nhuogc diém cta ba loai hé 1én men co ban dugc trinh bay ¢ bang 4.2.

Bang 4.1. Phan loai cac hé 1én men.

Ngudn trén so cip
Loai binh -
nudi Khi nén Cac b phan chuyén Bom ¢ bén ngoai
dong bén trong
Thing - Thung khudy -
Cot Cot bong bong Nhiéu giai doan Khay sang (ray)
Cot hinh non (hoac dot) Dém nhdi
Vong Ap Iyc khong khi | Vong chan vit Vong tia
day 1én theo chu
ky

1. H¢ lén men cot (column fermenter)

Hé 1én men don gian nhat 14 hé 1én men cot bong bong (con goi 1a hé
1én men thap-tower fermenter), thuong bao g@)m mot binh tru dai, c6 bd
phan phun khi ¢ duéi day (Hinh 4.13 a-c). Cac thanh phan cua hé 1én men
dugc tron bang cach ting sd luong bong bong 1én, ciing 1a yéu t6 ¢ thé
cung cap oxygen can thiét cho té bao. Khi cac té bao ling xudng, nong do
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cao ciia t& bao c6 thé duoc duy tri ¢ phan thdp hon clia cot ma khong c6 bat
ky mot thiét bi ndo dé tach roi chiing.

Tuy nhién, hé 1én men cot bong bong thuong bi han ché & trudng hop
1én men hiéu khi va viéc ting cac bong bong khong thé cung cdp mot su pha
tron ddy du cho sy sinh truong tdi wu. Chi co phan thap hon cua cot ¢ thé
duy tri ndng do té bao cao dan dén su 1én men ban dau nhanh duoc tiép theo
bdi sy 1én men cham hon do cac co chat mong mudn bi giam di. Khi nong
do té bao tang Ién trong hé 1én men, can ¢6 luu tbe khong khi cao dé duy tri
dich huyén phu té bao va su pha tron. Tuy nhién, luu toc khong khi ting 1én
c6 thé gy ra su tao bot nhiéu va viéc duy tri cac bong bong khi trong cot
dan dén 1am giam hiéu suat cia hé 1én men. Khi bong bong ting 1én nhiéu
trong ¢t chung c6 thé két thanh mot khdi nhanh chong lam giam téc do
chuyén oxygen. Vi thé, cac hé 1én men cot c6 thé khong thay doi duge va
han ché mét pham vi khé hep cac diéu kién hoat dong.

Bing 4.2. Uu diém va nhugc diém cua cau hinh ba hé 1én men co ban.

Loai Uu diém Nhuoc diém

Thung | 1. Linh hoat va dé thich tmg 1. Tiéu thy cong sut 16n

khudy 2. Pham vi mat d¢ pha tron rong 2. Gay ton hai cho céac té
3. Co thé sir dyng mdi truong co do | bao man cam véi lyc truot
nhdt cao 3. Gia thanh thiét bi cao

Cot 1. Khong c6 cac bd phan chuyén dong | 1. Pha tron kém

bong 2. Pon gian 2. Tao bot du thira

bOng | 3 Gi4 thanh thiét bi thip 3. Gi6i han d6i voi hé
4. Ndng d6 té bao cao théng c6 do nhét thap

Luc 1. Khong cé cac bo phéan chuyén dong | 1. Pha tron kém

déy 2. Pbon gian 2. Tao bot du thira

Ef“g 3. Higu ?uét hit khi cao 3. Giéi han géi Vi he
4. Chuyén nhiét tdt thong c6 d6 nhat thap

Pé khic phuc nhuoc diém ctia hé 1én men cot, mot vai kiéu thiét ké
khéc da dugc dé xuat. H¢ I1én men cdt hinh chép nguoc (Hinh 4.13 b) c6 thé
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duy tri luu tdc khong khi cao trén mot don vi dién tich & ph?m thép hon cua
hé 1én men ma ¢ d6 c6 ndng do té bao cao. Mot vai khay sang loc c6 thé
dugc cai dat trong cot (Hinh 4.13 ¢) dé ting higu qua tiép xuc khi-chat 1ong
va pha v& sy két khéi cua bong bong khi. Pé ting cuong su pha tron ma
khong co cac phan chuyén dong bén trong, dich 1én men (mdi trudng) cé thé
dugc bom ra ngoai va quay vong (tuan hoan) bang cach ding mot bom chat
long & bén ngoai (Hinh 4.13 d va e).

) )

Khéng khi 4\}'-/ ﬁ/

@ (b) (© )

Hinh 4.13. Cac hé 1&én men cdt: (a) ¢t bong bong (bubble column), (b) cdt hinh
nén (tapered column), (c) cdt bong béng cd khay sang loc (sieve-tray bubble
column), (d) ¢t bong bong cé khay sang loc véi bom & bén ngoai, (¢) cot nhdi
(packed-bed) voi bom ¢ bén ngoai.

2. H¢ lén men vong (loop fermenter)

H¢ 1én men vong la h¢ 1én men thung (tank fermenter) hodc cot
(column fermenter) c6 vong luu thong chét 1ong, né cé thé 1a mot 6ng thong
gi6 ¢ gitta hodc 1a mot cai vong ¢ bén ngoai. Tuy thude vao su luu thong
chét long dugce tao ra nhu thé nao, ma hé 1én men duoc phan loai thanh ba
kiéu: luc day khong khi (air-lift), vong khudy (stirred loop) va voi phun (jet
loop) (Hinh 4.14).

Su luu thong chét 16ng cia hé 1én men dung lyc day nho vao viée phun
khong khi dé tao ra su khac nhau vé mat do giira phan giau bong bong cta
chit long trong tim diung (riser) va phan duoc rat hét bong bong ning hon
ctia chét 1ong trong day thung (downcomer) (Hinh 4.14 a). Su pha tron va luu
thong chét long trong thiing 1én men c6 thé duoc ting cudng bang cach gin
thém mot bo phan bom & bén ngoai (Hinh 4.14 b). Tuy nhién, viéc bd sung
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bom d3 lam giam wu diém cta hé 1én men nho luc day khong khi 14 hiéu suit
ning luong thap va don gian.

H¢ 1én men é4p luc chu ky ICI (Imperial Chemical Industries Ltd.,
England) 12 mot hé 1én men ding luc day khong khi véi mot vong bén ngoai
(outer loop) dugc phat trién cho 1én men hiéu khi doi hoi c6 su chuyén nhiét.
Mbi trudng va khong khi duge dua vao trong céc phan cao hon va thip hon
(Hinh 4.14 ¢). Khong khi phyc vu cho hai muc dich: cung cap oxygen can thiét
cho su sinh truong cia té bao va tao ra sy luu thong tw nhién ciia chat long
trong hé 1én men théng qua mot cai vong. BO phén trao doi nhiét dé 1am lanh
mdi truong long dugc cai dat vao trong cai vong do. Hé 1én men nay da duoc
chimg minh 13 tao ra mot tbc d6 hap thu oxygen cao trén mot don vi thé tich.

Y

YA YA

Il
N

@) (b) (©

Khéng khi

Hinh 4.14. Céc hé 1én men vong: (a) luc ddy khong khi, (b) luc ddy khong khi co
bom bén ngoai, (c) ap luc chu ky ICIL.

IV. Cac ky hiéu

B téc d6 chay cia dong xa, m’/s

p ty 1€ xa, dugc dinh nghia nhu B/F

C, ndng do san pham

Cp nong do san pham dua vao

Cs néng do co chat

C ndéng do co chit ¢ diém phdi tron ctia dong chay vao va dong chay
thu héi
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nong do co chat tai thoi diém ¢,

ndng do co chét sau khi ra khoi hé 1én men

nong do co chat dua vao

nong do co chit tdi wu

nong do té bao

ndng d6 té bao ¢ diém phdi tron ciia dong chay vao va dong chay thu
héi

ndng do té bao tai thoi diém ¢,

ndng do té bao sau khi ra khoi hé 1én men

ndng do té bao dwa vao

nong do té bao thu hoéi qua loc

ndng do té bao ctia dong chay thu hoi

ndng do té bao t6i uu

téc d6 pha lodng, s

téc 6 dong chay, m’/s

thoi gian luu, s

thoi gian luu toi wu, s

thoi gian luu dya trén toe do dong chay ctia toan bo hé thong
thoi gian luu can thiét dé nudi cdy mé hodc PFF trang thai on dinh
dat t&1 mot néng d6 té bao nhat dinh

hé s6 hé thong

téc d6 dong chay qua loc, m’/s

tdc do sinh trudng dic trung, s hodc kg/m’/s

tdc do sinh truong cuc dai

toc do thu hoi

tdc do sinh trudng té bao

thé tich lam viéc ctia hé 1én men, m’

hiu suat san pham/co chat
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Chuong 5

D»

Nuéi cay té bao vi sinh vat

Mic di cho dén thé ky 19 vai trd cta vi sinh vat trong nhing bién d6i
sinh hoc van khong duoc thira nhan, nhung con ngudi da sir dung vi sinh vat
tir rat 1au trong vi¢c ché bién thuc phém, thure uéng 6 cdn, san xut sita, dét
vai... Ngay nay, viéc str dung vi sinh vat rong rii hon trudc ddy rat nhiéu.
Chung khong chi duge dung trong cac qua trinh vi sinh vat truyén théng ma
con cho cac qua trinh moi nhu san xudt duge pham, hoa chit cong nghiép,
enzyme, hoa chit néng nghiép, xtr 1y nudc thai, loc khoang va cac cong
nghé DNA tai to hop. Chuong nay chi tip trung gidi thiéu cac tng dung cta
nudi cdy té bao vi sinh vat trong san xut dugc pham (dic biét 1a dugce phim
DNA tai to hop) va san xuit enzyme.

I. Té bao vi sinh vat

Tat ca cac co thé sdng dugc Haekel (1866) phan loai thanh gidi dong
vat (animal kingdom), gidi thyc vat (plant kingdom) va sinh vat don bao
(protist) nhu trinh bay trong bang 5.1.

Céc protist duoc xem 1a cac co thé séng twong d6i don gian so voi
thuc vt va dong vat. Ching bao gdm tao, dong vit nguyén sinh, ndm va vi
khuan. Sy phat trién cua kinh hién vi dién tir d3 cho phép cac nha khoa hoc
thira nhan rang cdu trac don vi cla tat ca cac co thé sdng duoc phan chia
trong hai loai: sinh vat tién nhan (prokaryotes) va sinh vat nhan that
(eukaryotes).

Céc té bao tién nhan 13 don vi cdu trac trong hai nhém vi sinh vat: vi
khuan va tao lam (con goi 1a vi khuan lam-cyanobacteria). Cac té bao tién
nhan c6 kich thudec nhé va don gian nhu trinh bay ¢ hinh 5.1, n6 khong
dugc chia thanh ngin boi cac hé théng mang don vi (unit membrane
systems). Cac té bao chi c6 hai viing bén trong dugc phan biét cau trac 1a: té
bao chat va ving nhan (hodc dich nhan). Té bao chit c6 cac chim dang hat
mau t6i chinh 14 thanh phan ribosome, bao gdm protein va ribonucleic acid
(RNA). Ribosome la noi xay ra cac phan tng hoa sinh quan trong cho su
téng hop protein. Ving nhan c¢6 dang khong déu, rat biét 1ap mic du no6
khong duogc gioi han boi mang. Vung nhan chira deoxyribonucleotic acid
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(DNA) mang thong tin di truyén xac dinh sy san xuat protein va céc chat
khac cua té bao cling nhu xac dinh cac cau truc cta no.

Bang 5.1. Phan loai cac co thé song.

Pabao | Pong vat Nhan that'
Thuc vat
Pon bao | Sinh vat don | Tao (Algae) Nhan that
bao’ Dong vat nguyén sinh (Protozoa)
Néam (Fungi)

N4m mbc (Molds)

N4m men (Yeasts)

Vi khuan (Bacteria) Tién nhan’

Thanh t€ bao

. Mang té bao

¢ - —4—— Ribosome

Vlng nhan

Té€ bao chat

Hinh 5.1. Minh hoa mét té bao dic trung cia sinh vét tién nhan.

Céc té bao prokaryote duoc bao quanh béi thanh té bao (cell wall) va
mang té bao (cell membrane), thanh té bao thudng day hon mang té bao,
bao vé té bao khoi cac anh hudng tir bén ngoai. Mang té bao (hoic mang té
bao chit) 1a mot hang rao chon loc gitta phan bén trong t& bao va moi

" Nhan that: con goi 1a nhan chuan.
* Sinh vat don bao: con goi 14 sinh vat nguyén sinh.
3 Tién nhéan: con goi 1a nhén so.
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truong bén ngoai. Cac phan tir 16n nhat duoc biét da di qua mang nay 1a cac
doan DNA va cic protein c6 trong luong phan tir thap. Mang té bao co thé
dugc gp lai va mo rong trong té bao chat. Mang t& bao nhu 1a bé mit ma
trén d6 cac chat khac cia té bao duge gan vao va giit nhiéu chic ning quan
trong ctia té bao.

Mang t€ bao
Lysosome
Té& bao chat
Mang nhan
Hach nhén : AL | Nhéan
JAl. Llf | Nhidm sicthé
Khong bao . e s 1 LuSi ndi sinh chét
Tythd _\ -~ - % : :
i - o Ribosome

Hinh 5.2. Minh hoa mdt té bao dic trung cua sinh vat nhan that.

Céc té bao eukaryote phirc tap hon, ching 1a cau trac don vi & dong
vat, thuc vat, protozoa, ndm va tao. Té bao eukaryote c6 cac hé théng mang
don vi bén trong dé tach biét nhidu thanh phan chirc ning cia t& bao nhu
trinh bay & hinh 5.2. Céc té bao eukaryote 16n hon va phirc tap hon céc té
bao prokaryote tir 1.000-10.000 1an. Nhan duoc bao boc chung quanh béi
mot mang ddi co cac 16 nho rong tir 40-70 pm, bén trong nhan chira cac
nhiém sic thé. Nhan diéu hoa cac tinh chét di truyén va tit ca cac hoat dong
sdng cua t& bao. Nhiém sic thé dai va la cac thé soi manh, chira cac gen sép
xép trén mot chudi mach thing trong cic nucleoprotein (protein cong
nucleic acid). Té bao chat chira mot s6 16n cac hat goi l1a ribosome can thiét
trong cac phan ung lién tuc dé tong hop cac nguyén liéu té bao. Ribosome
duoc tap trung mot cach dac bi¢t doc theo bé mit xu xi cta ludi ndi sinh
chat, mot mang ludi khong déu cua cac kénh ndi lién nhau duoc phan dinh
v6i mang. Ty thé chtra cic enzyme van chuyén dién tir sit dung oxygen
trong qua trinh san sinh ra nang lugng. Khong bao va lysosome la cac co
quan tir giup cach ly cac phan ng hoa hoc khac nhau trong té bao.
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I1. Vi khuan
1. Hinh dang

Vi khuan 1a nhiing co thé sdng don bao co kich thugc hién vi. Hién
nay, nguoi ta di biét duoc khoang 1.500 loai trong tit ca mdi trudng tu
nhién. Pudng kinh dic trung cta té bao vi khudn trong khoang 0,5-1 pm.
Chiéu dai cua vi khuan rat khac nhau. Vi khuan xuat hién trong cac dang
nhu sau: cocci (c6 dang hinh cau hodc hinh trimg), bacilli (c6 dang hinh tru
hodc hinh que), spirilla (c6 dang cudn xoan 4c).

2. Kiéu sinh trurong

Vi khuén sinh san chu yéu theo phuong thic phan do1 (blnary fission)
nhu dugc minh hoa trong hinh 5.3. Qua trinh nay bao gom mét s6 budc sau:
kéo dai té bao, 16m vao cia thanh té bao, phan phdi nguyén liéu cua nhan,
bat dau hinh thanh mot vach ngin ngang, phan phdi nguyén lidu té bao vao
trong hai té bao, va phan chia thanh hai té bao méi. Pay 1a qua trinh sinh
san vo tinh.

3. Cdc diéu kién vt Iy dnh hwéng dén sinh truéng

Ba nhan té vat Iy chil yéu anh huong dén sinh truéng ciia vi khuan 1a
nhiét do, oxygen va do pH.

Do su sinh truong va hoat tinh cua vi khuén biéu thi sy hoat dong cua
enzyme, va do toc dd cua cac phan tmg enzyme ting 1én cing véi viéc ting
nhiét do, cho nén tdc do sinh trudng cua vi khuan s& phy thudc vao nhiét do.
Tuy thudc vao pham vi nhi¢t d6 ma chiing sinh trudng, vi khuén s& dugc goi
la psychrophiles4, mesophiles5 hoiac thermophilesG. Pham vi nhiét d6 ma
mdi nhom c6 kha nang sinh truong va nhiét do tdi wu dugce trinh bay trong
bang 5.2.

Cac khi quan trong chu yéu trong nudi cdy vi khudn 13 oxygen va
CO,. C6 thé chia ra bon loai vi khudn tity theo sy phan tng ciia chung ddi
v6i1 oxygen nhu sau:

- Vi khuan hiéu khi sinh truéng trong su ¢6 mit ctia oxygen tu do.

- Vi khuén ky khi sinh truéng trong diéu kién khong c6 oxygen tu do.

* Psychrophiles: vi khuan wa lanh (dudi -20°C).
> Mesophiles: vi khudn ua nhiét trung binh.
% Thermophiles: vi khuan wa nhiét d¢ cao.
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- Vi khuén ky khi tity y sinh truong trong diéu kién c6 oxygen tu do
hodc khong.

- Vi khuén wa it oxygen sinh trudng trong sy c6 mat mot lugng rat it
oxy tu do.

H-E®ED-ER-O
®-C9-EE

Hinh 5.3. Vi khuan sinh san bang cach phan doi.

Bang 5.2. Pham vi nhiét d6 thich hop cho sinh truéng cia céc loai vi khuin khac
nhau.

Loai vi khuan Pham vi nhiét d6 cho Nhiét do tbi uu
sinh trudng
Psychrophiles -7 ~35°C 20~ 30°C
Mesophiles 7 ~45°C 30 ~40°C
Thermophiles 40 ~ 75°C 45 ~ 60°C

Dbi v6i hau hét vi khuan, d6 pH tdi wu cho sinh truong nam trong
khoang 6,5-7,5. Mic du, mot vai vi khudn c6 thé sinh truong & pham vi pH
cuc doan, nhung & hau hét cac loai gio1 han cuc dai va cuc tiéu nam trong
khoang gitra pH 4 va pH 9.

IIL. Vi nim

Nam n6i chung 1a cac thuc véat khong c6 chlorophyll va vi thé khong
thé tu tong hop cac chét dinh dudng cho ching. Chung rat khac nhau vé
kich thudc va hinh dang, tir nAm men don bao (smgle cell yeast) den nam an
da bao (multlcellular mushroom). Trong s6 chiing, nAm men va nim mdc 1a
nhitng loai nAm cong nghiép quan trong.
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1. Nam men

N4m men dugc phan bd rong rii trong ty nhién. Chung dugc tim thiy
trong trong qua, hat va cac loai thyc phim cé chtra duong khac. Chiing ciing
c6 & trong dat, trong khong khi, trén da va trong rudt dong vat. Do nim men
khong c6 chlorophyll (diép luc td), cho nén ching phu thudc vao thyuc vat
bac cao va dong vat dé c6 duge nang lugng cho cac hoat dong séng. Nim
men ndi chung 14 cac co thé don bao, co hinh dang tir hinh cau dén hinh
trimg. Kich thude cia ching rong tir 1-5 pm va dai tir 5-30 pm. Thanh té
bao & té bao non thuong mong va trd nén day & té bao gia.

Kiéu sinh truong phd bién nhat & nAm men 14 nay chdi (budding), day
la mot qué trinh sinh san v6 tinh nhu minh hoa & hinh 5.4. Mot chdi nho
(hoic té bao con-daughter cell) dugc tao thanh trén bé mat cua té bao trudng
thanh. Chdi sinh trudng va duoc lam ddy cac nguyén liéu nhan va té bao
chat tir té bao bd me. Khi chdi 10n bing bd me, thi bd may nhan ¢ ca hai té
bao duoc thay doi va té bao dugc phan cat. Té bao con co thé bam vao té
bao bd me, thuong 14 ngay sau khi té bao phan chia.

N4m men quan trong nhit 1a cic ching cua Saccharomyces cerevisiae
duoc dung trong san Xuét rugu vang, bia va bt nd banh mi.

O-C-P 4 —-57

Hinh 5.4. Kiéu sinh trudng dic trung cia nAm men bang cach nay choi.

2. Nam méc

NAm méc 1a loai nAm dang soi (Hinh 5.5). Mot té bao sinh san don
hodc bao tir (bao tir hat dinh-conidia) dugc nay mam dé tao thanh mét soi
dai goi 1a soi ndm (hyphae) phan canh lip lai khi n6 kéo dai mot cdu trac
sinh dudng goi 1a hé soi ndm (mycelium). Hé ndy bao gdm mét khéi té bao
chat da nhan & trong mot hé thong cac dng phan canh nhidu va cimg. Do hé
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s¢gi nam c6 kha nang sinh trudng vo han, cho nén no6 co6 thé dat téi cac kich
thudc vi mo.

Sgi ndm

Bao tlr (bao tlr dinh)

Hinh 5.5. Kiéu sinh truong ctia nim soi bang cach phan canh.

Céc loai nAm mdc quan trong nhat trong céng nghiép 1a Aspergillus va
Penicillium. Moc dugc su dung trong san xuat khang sinh, hoa chat cong
nghi¢p, enzyme, va cac thuc pham bo sung.

IV. Méi truomg nudi cay

Su sinh truéng cia quan thé vi khudn trong méi trudng dinh dudng
nhan tao dugc goi 1a nudi cay (cultivation). Mt ki€u nudi cay chi chira méot
loai vi sinh vat dugc goi 1a nuéi cay thuan khiét (pure culture). Nudi cay hon
hop (mixed culture) 1a mot loai nudi cay chira nhiéu hon mdt loai vi sinh
vat.

Céc bude can thiét cho nudi cdy vi sinh vat 1a nhu sau:

- Chuan bi méi trudng nudi cdy cho phép vi sinh vat c6 thé sinh
trudng tot nhat.

- Khir tring moi truong dé loai bo tat ca cac co thé séng c6 trong binh
nudi cay.

- Cay vi sinh vét vao trong moi truong da chuén bi.

Dé nuodi cdy vi sinh vat, moi tru(‘)’ng nudi céy phéi duoc chuén bi trong
nhiing loai binh nudi dugc str dung phd bién nhét, ching han ong ngh1em
binh tam gidc, dia petri hodc ndi 1én men. C6 hai loai méi truong nudi cay
chinh: méi trudng ty nhién (dya trén kinh nghiém) va méi truong tong hop
(thanh phan hoa hoc xac dinh). Noi chung, cic moi truong dinh dudng rat
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khéc nhau vé hinh thai (dang ran hoac 1éng) va thanh phan, tuy thudc vao
loai vi sinh vat dugc nudi cay va muc dich nuéi cay.

1. Méi truong tw nhién

La nhirng loai moé1 truong dua trén co s¢ cua kinh nghi¢m, ma khong
dua trén sy hiéu biét chinh xac vé thanh phan cac chat dinh dudng va tac
dong cua chung. Moi trudng ty nhién thudng chita peptone, dich chiét thit
bo, hoac dich chiét nam men. Khi st dung mdi truong ran, co thé bo sung
cac tac nhan 1am ran vao moi trudong nhu gelatin hodc agar. Vi du vé moi
truong ran va moéi truong 1dng dung cho sinh trudng cua nhicu loai vi sinh
vat di dudng 1a twong d6i don gian, phd bién 1a canh dinh dudng (nutrient
broth) va agar dinh dudng (nutrient agar). Thanh phéan cia ching nhu sau:

- Canh dinh dudng: 3 g nudc chiét thit bo, 5 g peptone, 5 g dich chiét
nam men va nudc bo sung téi 1 L.

- Agar dinh dudng: cung thanh phan nhu canh dinh dudng nhung c6
thém 15 g agar va nudc bo sung toi 1 L.

2. Méi truong tong hop

Mai truong chira cac dung dich pha lodng cta héa chit tinh khiét,
dugc biét 1a cac hop chat hitu co va/hodc vo co. Chung thuong dugc sir
dung cho cac muc dich nghién ciru hon 13 dé san xuit. Méi trudng cé thé
don gian nhu 13 mubi ammonium v co cdng v6i cac mudi khoang va
duong, hodc phuc tap nhu 1a casein tinh sach dugc bd sung thém cac
vitamin, mudi khoang va dudng.

3. Khur trung

Moi truong dinh dudng thich hop dugc chon dé nudi ciy mot loai vi
sinh vat dac biét s€ duoc rot vao cac binh nudi céy. Néu st dung cac 6ng
nghiém hodc binh tam gidc, thi chiing phai dugc up bang mot nap day thich
hop cho phép co su trao dbi khi voi khi quyén nhung van ngin can cac co
thé ngoai lai roi vao moi truong. Cac loai nap khac nhau dugc dung trong
phong thi nghiém bao g@)m: nut bong, bot plastic, nép van, nép kim loai va
gidy nhom.

Moi trudng sau d6 phai duge khir tring dé loai bo tat ca cac co thé
song trong binh chira mdi truong. Phuong phap khir tring phd bién nhét 1a
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khir tring bang hoi nudc dudi ap sudt cao trong noi khir tring (autoclave).
N6i chung, autoclave hoat dong ¢ ap sudt 15 psi ¢ 121°C. Thoi gian khir
tring tiy thudc vao ban chit ciia nguyén liu, loai binh chira va thé tich cua
mdi truong. Vi du, d6i v6i 6ng nghiém chira moi truong long co thé khir
trung tir 15-20 phat ¢ 121°C.

4. Nuéi cdy

Nubi cdy 1a su tiép mAu (vi sinh vat) vao binh chira méi truong dinh
dudng vo tring. Sy tiép mau khi nudi cay trén méi truong ran cé agar duoc
thuc hién bang que ciy c6 vong kim loai ¢ dau (metal wire hodc loop) dugc
khir tring nhanh truée khi sir dung bang cach dbt nong trén dén con.

Cay chuyén trong nudi cy long thuong dugc thuc hién bang Pasteur
pipette. Su tiép mau thuong dugc tién hanh trong ti cdy vo triung (laminar
flow cabinet) dé giam thiéu nguy co nhiém ban. Diéu quan trong 1a phai
nam viing cac k¥ thuat hat pipette thich hop cho viéc tiép miu va lay miu
trong qué trinh nudi cay.

V. Sin xuit khang sinh
1. San xudt penicillin

San xuit penicillin 14 mot trong nhitng tng dung thwong mai quan
trong da thanh cong trong viéc phét trién cc qué trinh nudi ciy vi sinh vat &
quy md phong thi nghiém thanh quy mé san xuit cong nghiép.

Giita nam 1941 va 1945, san xut penicillin cua My ting tir chd hau
nhu khong c6 gi dén 650 ty don vi’ trén mot thang, trong khi d6 gia cia no
giam tir 20 USD trén 100.000 don vi xudng con 60 cent. Hi¢u suat cua
penicillin cling di duoc ting 1én hang ngan 1an nhd vao nhitng yéu t sau:

- Cai thién thanh phan méi trudng-nudc chiét ngdm ngd duge ding
lam chat khai dong sinh trudng, dung lactose thay cho glucose, va bo sung
phenylacetic acid.

- Phat trién cac k¥ thuat nudi cay chim.

- Tao ra cic chung dot bién cta Penicillium chrysognum bang phuong
phap chiéu xa tia cuc tim va tia X.

7 M6t don vi (unit) twong dwong 0,6 pg ciia chuan qudc té cho hoat tinh penicillin.
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- Cac phuong phap hién dai ctua cac k¥ thuat phan tach va tinh sach
déu ra (downstream processing)®.

Ngay nay, hiéu sudt cua penicillin thAm chi con cao hon nita bai k¥
thudt chon loc céc thé dot bién tot hon, cling nhu cdi thién moi trudng va
cac k¥ thuat 1én men hgp 1y hon.

1.1. Céc budc chinh ctia k¥ thuat san xuét penicillin

- Chuan bi va khir tring mdi truomg. Moi trudng dic trung chira
nude chiét ngdm ngd (4-5% trong luong khd), bd sung ngudn nitrogen nhu
1a bot dau nanh, dich chiét nAm men, chét 16ng giéng nudc sau khi sita chua
dong lai; nguén carbon 12 lactose, va mot sb loai dém khac.

- Tiép miu (cdy giy). Cac bao tir di dong kho sinh truong trén moi
truong thach nghleng duoc ciy gay vao moi truong long trong binh tam glac
dé nudi cay lac, tiép theo 1a nudi cay két hat thir cdp va so cip, va nudi cay
trong hé 1én men quy mé 16n c6 thé tich ting 1én nhiéu lan. Viéc ting dan
thé tich cua nudi céy két hat duogc thuc hién dé tao ra mot lugng mau du 16n
dua vao nudi cdy sao cho mdi budc duge rat ngan hop 1y va thiét bi quy mo
16n dugc str dung hiéu qua.

- Nubi cdy. Hé 1én men c6 canh khudy dugc sir dung trong kiéu 1én
men mé ¢6 cung cip dinh dudng (fed-batch culture) 1a glucose va nitrogen
trong sudt qua trinh nudi cdy. Kich thudc dic trung cia binh nudi khoang tir
40.000-200.000 L. Oxygen dugc cung cap bang phuong phap phun khong
khi ¢ toc do 0,5-1,0 thé tich khong khi/thé tich chat long/phat. Cong suét
dua vao dé quay turbine va phun khi 13 khoang 1-4 W/L. D6 pH dugc duy
tri & 6,5. Trong 1én men penicillin dc trung hau hét sinh khdi té bao can
thiét duoc thu trong sudt 40 gio dau tién. Penicillin bat dau duoc san xuat &
pha sinh truong ham mii va tiép tuc duge san xuat cho téi khi né dat toi pha
tinh. Su sinh truéng phai dugc tiép tuc & mot toc do téi thiéu nhat dinh dé
duy tri san lugng penicillin cao. Pay la 1y do tai sao glucose va nitrogen
dugc cung cap lién tuc trong sudt qué trinh 1én men mac du chﬁng da duoc
bd sung vao moi trudng ngay tir dau. Penicillin sau khi duoc té bao san xut
da tiét vao moi truong nudi cdy.

¥ Downstream processing: 13 cac budc ciia qua trinh sinh hoc tiép theo sau su 1én
men va/hodc nuoi cay t€ bao, mdt chudi cac hoat ddng phan tach va tinh sach can
thiét dé thu duoc san pham thudc theo yéu cau & muic d6 tinh sach can thiét.
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- Qua trinh downstream. Sau khi loai b hé soi nam moc, penicillin
dugc phan tach tir canh truong (moi trudng nudi ciy) bang phuwong thirc
chiét dong nudc ngugce hai giai doan lién tuc voi amyl hodc butyl acetate.

2. San xudt streptomycin

Streptomycin 1a mot khang sinh dung phd bién trong y hoc, thi y va
bao v¢ thuc vat. Streptomycin dugc phat hién vao nam 1944 tir dich nuoi
cdy mot chung xa khudn Streptomyces griseus (con goi 1a Actinomyces
streptomycin). Gidng xa khuan sinh streptomycin khi nudi ciy chim phat
trién thanh hai pha:

- Pha thtr nhat (pha sinh trudng manh). Cac bao tir nay chdi va moc
thanh soi sau 6-8 gid, mdi bao tir moc mot chdi, khuan ty thudng thang va
phan nhanh rat yéu, té bao chat wa kiém.

- Pha thir hai (khuan ty khong phat trién). Cubi ngay thir ba soi xa
khuan bi chia nho va bat dau tu phan.

Nhing giéng sinh streptomycin thuong khong 6n dinh. Do dé, trong
twong lai can c6 su can thiép ctia cong nghé DNA tai t6 hop (xem chuong 8)
nham tao ra nhimng giéng c6 hoat lyc cao va 6n dinh dé dua vao san xuat.
Giit bao tir & dang dong kho trong khoang nim nam co thé con 96-99% hoat
luc, trong cét thach anh t6i ba nam, trén moi trudng thach nude dau ¢ 5°C
t6i mot nam. Cac ngudn carbon ma giéng Streptomyces co thé dong hoa
dugc va sinh khang sinh 1a glucose, tinh bdt, dextrin, maltose, fructose,
galactose, manose. Trong thuc té, glucose va tinh bot duge ding lam ngudn
nguyén liéu trong san xuét streptomycin.

2.1. Cac phuong phap san xuat streptomycin

Lén men streptomycin dugc thuc hién theo phuong phap nudi ciy
chim. Qué trinh 1én men nay ciing gidng nhu 1én men cac loai khang sinh
khac, bao gdm cac giai doan: nhan giéng va 1én men chinh.

- Nhan gidng. Gidng xa khuan duoc bao quan & dang bao tir. Cay bao
tir vao mdi truong nhan gidng trong binh tam giac, lac 180-220 vong/phut &
26-28°C/30-70 gid, sau d6 cho tiép vao cac ndi nhan gidng (c6 suc khi va
khuay), nudi tiép cho phat trién sinh khdi 20-40 gio. Nhiém vy chinh trong
giai doan nhan gidng 13 tao ra mot khdi lwong 16n khuan ty xa khuan wa
kiém c6 kha niang phat trién manh trong giai doan 1én men chinh va tao
thanh mot luong 16n khang sinh.
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- Lén men. Lén men streptomycin 1a qua trinh 1én men hai pha dién
hinh. Nhiét do 1én men khoang 26-28°C, thdi gian 1én men 96 gio. Trong
thoi gian 1én men can phai thong khi va khudy tron moi trudong. Luong
khong khi thoi qua méi truong trung binh 1a 1 thé tich/1 thé tich méi trudng.
Khudy mdi trudng lién tuc trong sudt ca qué trinh 1én men (ké ca khi nhan
giong) néu ngimg khudy chi trong mot thoi gian ngin s& 1am giam hiéu suét
streptomycin. D9 pH trong nhimg gid dau c6 giam chut it sau d6 ting dan.

VI. San xuit thudc bang cong nghé DNA tai to hop
1. Insulin

Ngay nay, viéc san xuét insulin & quy mé cong nghiép co 1& 1a mot trong
nhitng thanh cong ndi bat nhat, sém nhat ctia cong nghé sinh hoc hién dai.

Insulin 1a mot protein duoc tuyén tuy tiét ra nham diéu hoa luong
duong trong mau. Co thé thiéu hut insulin trong mau s& lam rdi loan hau hét
cac qua trinh trao d6i chat ¢ co thé, dan dén tich tu nhiéu duong trong nudc
tiéu. Trong co thé, insulin dugc tong hop dudi dang proinsulin gém ba
chudi polypeptide: A, B va C. Khi proinsulin chuyén thanh insulin, chudi C
dugc loai bo, hai chudi A va B ndi v6i nhau béi hai cau disulfide (-S-S-). Bé
diéu tri bénh nay nguoi ta thudng tiém insulin cho ngudi bénh. Ché pham
insulin nay duoc tach chiét tir tuyén tuy ciia gia suc. Tuy nhién, dé co duoc
100 gram insulin nguoi ta phai st dung tuy ctua 4.000-5.000 con bo. Vi vay,
gia thanh cuda insulin trudc day la rat cao. Mat khéc, vi cu tao cua insulin
bo hoi khac véi insulin nguoi nén trong mau cua bénh nhan dugc diéu tri
bang insulin bo bao gid ciing xuat hién khang thé ddi véi insulin bo. Diéu
nay giy ra mot s6 hau qua khong mong mubn 1am giam mot phan hoat tinh
ctia insulin cling nhu giam thoi gian tac dong cua thude.

Boger (1978) lan dau tién sir dung cong nghé DNA tai t6 hop thong
qua vi khuén E. coli da thu nhan dugc mot luong 16m insulin. Cy thé, nguoi
ta dd chuyén gen mi hoa tinh trang san xuét insulin ctia ngudi sang cho E.
coli. Vi khuan E. coli tai t6 hop gen dugc nudi cdy trong ndi 1én men co
dung tich 1.000 L, sau mot thoi gian ngan c6 thé thu duoc 200 g insulin,
tuong duong vai lwong insulin chiét rat tir 8.000-10.000 con bd. Thanh cong
nay da cho thiy gen ciia ngudi ¢ thé lam viéc mot cach hiéu qua trong
genome cua vi sinh vat.

Hai san pham thuong mai cta insulin (dugc san xut tir nAm men S.
cerevisiae tai to hop) hién dang dugc s dung 1a: Actrapid va Novolog
(NovoNordisk).
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2. Interferon

Interferon ¢6 ban chat protein, la yéu t& mién dich khong dac hiéu,
gitip co thé chdng lai nhiéu loai bénh do interferon c6 phd tic dung khang
virus rong.

Thong thuong dé thu nhan interferon, nguoi ta phai tach chiét chung
tir huyét thanh ctia mau nén réat ton kém.

Bang phuong phap cong nghé DNA tai to hop twong ty nhu insulin,
hién nay nguoi ta co thé thu nhan mot lugng 16n interferon thong qua céc co
thé vi sinh vat da duoc tai to hop gen dé phuc vu cho viée diéu tri cac bénh
nhiém tring nhu viém gan B, viém gan C, mdt s6 bénh ung thu do virus...

Gilbert (1980) da doat giai thuéng Nobel nho thanh cong trong viéc
thu nhan interferon tir E. coli di dugc tai t6 hop gen ma hoa interferon. Pén
nam 1981, Pai hoc Washington (My) da thanh cong trong viéc thu nhan
interferon tir nAm men S. cerevisiae c6 hiéu suat cao gap 10.000 1an so véi
té bao E. coli tai td hop.

3. Hormone
3.1. Hormone sinh truéng ngudi (human growth hormone-HGH)

Thong thuong, HGH ctia dong vét ¢ vii dugc san xuét tir tuyén yén
ctia cac dong vat non va trong sudt thoi gian trude khi chiing truong thanh.
HGH c¢6 tac dung ting toc do sinh truong va kich thich co thé ting khoi
luong co. O nguoi sau 30 tudi, san xuat hormone sinh truéng s& dimg lai,
néu tiém HGH sau d6 tudi nay s& gy ra su phat trién co bap va lugng md
giam xudng.

Hormone sinh truong nguoi 1a protein chtra khoang 191 amino acid,
thiéu n6 co thé ngudi s& bi lun. Trude ddy hormone phat trién duoc tach tir
tuyén yén cua nguoi chét. Mdi tir thi cho khoang 4-6 mg HGH va mudn
chira khoi cho mot ngudi lun phéi can lugng HGH thu duoc tir 100-150 tir
thi. Piéu nay cho thdy mot tré ngai rat 1on khi chita tri chimg lin cho tré
em. Hién nay, HGH da duoc san xuit bang cong nghé¢ DNA téi t6 hop thong
qua E. coli véi mot hiéu suat rat 16n (1 L dich 1én men cta E. coli thu duoc
HGH tuwong duong véi lugng chit nay thu duoc tir 60 tir thi). Pay 1a mot
trong nhitng protein dugc san xXuét béng cong nghé sinh hoc hién dai sém
nhéat. HGH tai t6 hop khac véi HGH binh thudong boi mdt amino acid, do E.
coli khong c6 kha ning loai bo gbc methionine khai ddu ma nd thuong bi
loai sau khi dich ma trong té bao nguoi.
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Insulin va hormone sinh truéng ngudi 1a cac protein twong déi don
gian vi khong bi glycosyl hoa va bién doi nhiéu & hau dich mi, nén c6 thé
dung E. coli (prokaryote) lam té bao vat chu dé san xuat chung. Pdi véi
nhimg protein doi hoi qua trinh glycosyl va bién doi hau dich ma thi khong
thé sir dung té bao prokaryote 1am té bao vét chi trong cong nghé DNA tai
t6 hop ma phai sir dung céc té bao eukaryote nhu: nam men, nAm méc, thuc
vat hoac dong vat.

3.2. Somatostatin

Pay la loai hormone déc biét, thuong dugc téng hop trong ndo dong
vat va nguoi voi mot ham luong vo ciing thap. Somatostatin ¢6 vai tro diéu
hoa hormone sinh truéng va insulin di vao méu, kiém tra sy tong hop hai
loai hormone nay. Quy trinh san xuét loai san pham sinh hoc dic biét quy
nay ciing bao gdm cac bude chu yéu sau day:

+ Phan lap gen ma hoa somatostatin hodc tong hgp trong 6ng nghiém.

+ Tao dong gen somatostain bang cach gin gen ndy vao vector
plasmid dé chuyén gen vao E. coli. Mdi mé nudi ciy 7,5 L vi khuan E. coli
nay sé cho ra 5 mg somatostatin nguyén chét. Trudc day, mudn co khdi
luong hormone nay phai tién hanh ca nim trén nguyén ligu 1ay tir nira triéu
ndo curu.

4. Vaccine

Trong san xuat vaccine, cho dén thoi gian gan day, nguoi ta van sir
dung vaccine bat hoat hodc vaccine séng nhugc ddc lam khang nguyén kich
thich tao khang thé can thiét trong co thé ngudi va vat nudi. Nhiing vaccine
duoc san xuét theo cach nay c6 mot vai han ché, chéng han vaccine séng
nhugc ddc c6 kha nang quay trd lai dang doc hodc hoat lyc ctia n6 gidm kha
nhanh trong co thé nguoi va vét nuoi.

Dén nay, nho cong nghé¢ DNA tai to hop nguoi ta di san xuat dugc
protein vé ciia mot s6 loai virus nhu virus bénh dai va viém gan B. San xuat
vaccine k¥ thuat gen 1a mot linh vyc phat trién manh hién nay cta cong
nghé DNA tai to hop. Day 1a loai vaccine dugc bao ché tir vi khuan da duoc
chuyén gen ma hoa tong hgp mot protein khang nguyén ciia mét loai virus
hay mot loai vi khuén gdy bénh nao d6. Hién nay, céc loai vaccine k¥ thuat
gen duoc str dung cho ngudi bao gdm vaccine viém gan B, vaccine dai kiéu
moi, vaccine ta kiéu moi, vaccine st rét va vaccine bénh phong.
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Virus viém gan B c6 v6 ngoai lypoprotein. Khang nguyén bé mat 1a
protein chu yéu cta vo ngoai, duge phat hién trong mau nguoi bi nhiém.
Ngudi ta bién nap gen tong hop khang nguyén ctia virus viém gan B vao vi
khuan E. coli sau d6 san xuat sinh khdi & quy mé 16n cac vi khuan E. coli
mang gen tai to hop nay, bién E. coli thanh nha may san xuat khang nguyén
dé 1am vaccine.

Mot s6 san pham thuong mai ctia khang nguyén bé mit viém gan B
(dugc san xuat tir nAm men S. cerevisiae tai to hop) hién dang duoc sir dung
la: Ambirix (GlaxoSmithKline), Comvax (Merck), HBVAXPRO (Aventis
Pharma), Hexavac (Aventis Pasteur), Infanrix-Penta (GlaxoSmithKline),
Pediarix (GlaxoSmithKline), Procomvax (Aventis Pasteur), Twinrix
(GlaxoSmithKline).

5. Mét s6 logi thube khéc

Hién nay c6 gan 140 loai protein tri liéu da dugc cho phép sir dung &
M§ va chau Au. Céc protein tri liéu c6 thé dugc chia 1am hai loai: 1) cac
protein khong bi bién d6i hau dich ma, va 2) céac protein can qué trinh hau
dich ma (hau hét 1a kiéu N-glycosylation”) dé c6 chirc ning sinh hoc day di.

Céc protein khong c6 qua trinh glycosyl hoa (glycosylation)'®, & hau
dich m3, biéu hién dic hiéu hodc trong vi khuén E. coli hodc trong ndm men
va hién nay chiing chiém khoang 40% thi truong protein tri liéu. Tuy nhién,
mot s6 trong chiing da biéu hién & ca hai hé théng, chfmg han nhu insulin tai
t6 hop duoc san xuét ca trong E. coli (Humulin, Eli Lilly, Indianapolis, IN,
USA) 1an trong ndm men (Novolog, Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dan Mach).

San xuat cac protein tai to hop thuong doi hoi qué trinh N-
glycosylation ¢ trang thai ty nhién cua chung, trong hau hét truong hop
chung can cac vat cha biéu hién 1a dong vat c6 va (hé thong cé kha ning bat
chudce glycosylation cua nguodi). Cac vat chu prokaryote nhu E. coli khong
glycosyl hoa protein duoc, va cac hé thong biéu hién thudc eukaryote béc
thip nhu nAm men hodc cac té bao con trung thuong it on dinh dé thyc hién

? N-glycosylation: cac oligosaccharide lién két cong hoa tri voi protein & nguyén tir
nitrogen.
' Glycosyl hoa: 1a qua trinh bd sung mot hodc nhiéu phan tir carbohydrate (gdc
dudng) vao mot phan tir protein (glycoprotein) sau khi né duoc téng hop nho
ribosome.
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glycosylation ciia dong vat c6 vi. Tuy nhién, viéc nudi cay cac té bao dong
vat co vl gap nhiéu kho khin nhu: méi trudng dinh dudng dat tién, thoi gian
nudi cdy dai ngdy, té bao rdt man cam véi cac luc trugt ciia hé 1én men...
(xem chuong 6). Do d0, cac yéu cau sinh truong cho vat chi biéu hién cac
ché pham sinh-duoc khong dugc cai thién da budc cac cong ty phai quay lai
v6i cac hé thong biéu hién ciia nAm men va ndm soi (eukaryote) do chiing
c6 kha nang cung cép hiéu suét protein cao (> 1 g/L) trong c4c qua trinh 1én
men ngin ngay, dé c6 thé ting quy mé san xuét (1én téi 100 m?).

Tat ca céac protein tri liu dua trén co so ndm men hién nay dugc san
xuét trong loai nAim men S. cerevisiae (Bang 5.3), nhung cac loai nim men
khac ciing dd dugc phét trién dé san xuét protein tri liéu. Nom men Pichia
pastoris trude day dugce cong ty Philips Petroleum (Bartlesville, OK, USA)
stt dung nhu 1a mot hé théng san xuit protein don bao, nhung sau d6 da
dugc bién doi di truyén dé biéu hién cic protein ngoai lai. Hon 120 protein
tai to hop da dugc biéu hién trong loai vat chu nay, kha nhiéu trong s6 d6 co
ngudn gbc tir ngudi va dong vt co va. Gan day hon, nAim men P. pastoris
ciing duoc dung dé biéu hién céc protein tri liéu (dang duogc thir nghiém 1am
sang) (Bang 5.3).

Cong ty Genencor (Palo Alto, CA USA) trudc day da su dung céac
nam soi Aspergillus niger va Trichoderma reesei cho san xuat quy mo 16n
cac enzyme cong nghiép tai to hop. Nhung gan day ho ciing da cb gang biéu
hién cac protein tri liéu (vi du: cac IgG hoan chinh) & 4. niger. Khang thé
nay duoc san xudt v6i ham luong < 1 g/L, duoc 1ap rap chinh x4c va lién két
v6i khang nguyén. Thanh cong tuong tu v6i biéu hién khang thé nguyén ven
cling da thu dugc & P. pastoris, tuy nhién ham lugng kha thap < 40 mg/L.
Nguoi ta cling da chimg minh khang thé dugc san xuét trong A. niger c6 tap
tinh dugc dong hoc (pharmacokinetic behavior) va hoat tinh ADCC" tuong
t voi cac khang thé co ngudn gdc tir cac té bao dong vat c6 vi.

Cong ty Berna Biotechnology (Bern, Switzerland) cling da phat trién
phuong phap biéu hién protein thich hop dya trén co sé ndm men
methylotrophic Hansenula polymorpha, day la loai dang dugc nghién clru
dé san xudt cac vaccine tai t6 hop.

""" ADCC (Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity): Kha nang gy doc té
bao qua trung gian té bao phu thudc vao khang thé.

Cong nghé té bao 73



https://nhathuocngocanh.com/

Bang 5.3. Mot s6 protein tri liéu khac dugc san xuit bang cong nghé DNA téi to hop

A. Cic sin phim thwong mai
Tén Protein tai t6 hop Cong ty Hé thong
thuong mai biéu hién
Elitex Urate oxidase Sanofi-Synthelabo S. cerevisiae
Glucagen Glucagon Novo Nordisk S. cerevisiae
Leukine GM-CSF" Berlex S. cerevisiae
Refuldan Hirudin/lepirudin' Hoechst S. cerevisiae
Regranex rh Yéu t6 sinh truong co | Ortho-McNeil S. cerevisiae
ngudn gdc tiéu huyét | Phama (US),
cau Janssen-Cilag(EU)
Revasc Hirudin/desirudin'* Aventis S. cerevisiae
B. Cic sin phim chwa hoan chinh
Protein Chi dinh Cong ty Hé thong
biéu hién
Angiostatin Yéu t6 chdng hinh EntreMed P. pastoris
thanh u mach
Elastase Bénh xo nang Dyax P. pastoris
inhibitor
Endostatin Yéu t6 chdng hinh EntreMed P. pastoris
thanh u mach
Epidermal Bénh tiéu duong Transition P. pastoris
growth factor Therapeutis
analog
Insulin-like Thiéu hut yéu t6 1 Cephalon P. pastoris
growth factor-1 | sinh truong gidng
insulin
Human serum On dinh thé tich mau | Mitsubishi Pharma | P. pastoris
albumin trong cac vét (formely Welfide)
bong/sdc
Kallikrein U mach di truyén Dyax P. pastoris
inhibitor

VII. Sin xuit enzyme

Ung dung thuong mai chinh ctia cic enzyme vi sinh vat 1a trong cong
nghi¢p thuc pham va san xuat bia mac du enzyme da dugc thira nhan trong

' GM-CSF (granolocyte-macrophage colony stimulating factor): yéu té kich thich
quﬁn lac dai thuc bao cua té bao bach cu hat.

' Chat chéng dong méu.

'* Chat chéng dong mau.
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cac ung dung chén doan va diéu tri bénh. Hau hét cac loai enzyme dugc téng
hop trong pha log ciia nudi cidy mé va dugc xem nhu cac chét trao ddi so cap.
Tuy nhién, trong mot sé trudng hop amylase (Bacillus stearothermophillus)
duogc san xuat boi nudi cay idiophase vi thé co thé xem 14 tuong duong véi
cac chét trao doi thu cép. Céc enzyme co thé duogc san xut tir dong-thyuc vat
cling nhu cac ngudn vi sinh vét, nhung san xuat bang 1én men vi sinh vat 1a
phuong phap kinh té va thich hgp nhat. Hon nita, hién nay nhd cong nghé
DNA tai to hop nguoi ta c6 thé chuyén gen vao céc té bao vi sinh vat dé san
Xuét cac enzyme cia dong-thuc vat. Cac tién b cua cong ngh¢ DNA tai to
hop dd mé rong pham vi cic san pham 1én men tiém tang ctia vi sinh vat. Co
kha ning dua cic gen tir cac co thé bac cao vao cac té bao vi sinh vat nhu 1a
cac té bao nhan dé tong hop cac protein (bao gdm enzyme) ngoai lai. Cac té
bao vat chu dung trong nhiing truong hop nay 1a E. coli, S. cerevisiae va mot
s6 loai nAm men khac.

Trong qué trinh sinh trudng cua vi sinh vat, enzyme dugc hinh thanh
trong té bao va mot so dugc tiét ra moi truong xung quanh. Trong san xuét
cha yéu 13 san pham cta enzyme ngoai bao, con néu mudn tich enzyme noi
bao thi phai phd v& té bao. Cac vi sinh vét dugc dung trong san xuat enzyme
gdm c6 vi khuan, ndm méc, nim men va xa khuan. Cac ché phim enzyme
duoc san xuét tir vi sinh vat da dugc ing dung trong nhiéu nganh c6ng nghiép
khac nhau, chi yéu 1a cac enzyme thity phan dung trong cong nghiép thuc
pham nhu:

- Amylase ding trong san xuat duong mat ngd va chocolate, trong san
xudt bia, ché bién dextrin véi dich dudong dé san xuit thirc an cho ngudi gia
va tré em, trong san Xuit nude qua va trong y hoc.

- Protease thily phan protein cua sita dé ché bién nhimg mén an kiéng
dac bi¢t, duoc dung trong thudc da, san xuat bot gidt, phim anh, to soi, len da
va trong y hoc. Protease vi sinh vét ¢6 thé st dung cung voi amylase trong
ché bién thtrc an gia suc.

- Pectinase 1a nhém enzyme thuy phan pectin tao thanh galacturonic
acid, glucose, galactose, arabinose, methanol...

- Cytolase 12 h¢ enzyme c6 hoat tinh cao ¢6 thé phan huy hemicellulose,
pentozan, lignin... Cac enzyme nay duoc goi chung 13 cytolase (bao gom
cellulase, hemicelllulase, pentosinase).

- Invertase 13 enzyme ndi bao dugc ding rong rai trong san xuat banh
keo, rugu mui, kem, mat ong nhan tao. N6 lam tang vi ngot khi thuy phan
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dudng saccharose thanh fructose va glucose, lam tang d¢ hoa tan cua
saccharose trong san pham.

Trong mot twong lai gan, enzyme sé& duoc sir dung rong rii trong y
hoc dé 1am dau do (probe) cho céac thiét bi phéan tich y khoa va dé chira
bénh. Hién nay, mot ) enzyme nhu: glucooxydase, hexokinase, esterase,
urease, cholesteroloxydase, alcoholdehydrogenase... da dugc st dung kha
phd bién trong y hoc. Dién hinh nhat 1 sir dung glucooxydase c6 dinh trén
bé mat dién cuc platinum trong thiét bi phan tich ham lugng glucose mau.
Trong y hoc, enzyme con dugc st dung dé chita tri mot s6 bénh lién quan
dén sy thiéu hut ciia mot s6 enzyme trong co thé ngudi, hoic ding enzyme
dé loai bo nhitng cuc thit, m&d du thira gdy nguy hiém cho mot s6 bd phan
ctia co thé nguoi. Chiang han: dung enzyme streptokinase va urokinase dé
1am tan mau dong 1am tic nghén mach méu.
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Chuong 6

I. Mé diu

Té bao dong vat tach tir md ¢ thé dugce nudi ciy trén cac loai moi
truong dinh dudng tong hop bén ngoai co thé, chiing sinh trudng bang cach
tang s6 luong va kich thude té bao. Ky thuat nudi cay té bao dong vat di tao
co hoi dé nghién ctru cac té bao ung thu, phan loai cac khéi u 4c tinh, mo
hinh thuc nghiém dé khao sat tac dong ctia hoa chat, xac dinh sy trong hop
clia mo trong cdy ghép va nghién ciru cic té bao dic biét cung sy tuong tac
cua ching.

K¥ thuat nudi cdy té bao dong vit co va co thé duoc tmg dung dé san
xudt cac hop chdt héa sinh quan trong dung trong chin doan nhu cac
hormone sinh truéng clia nguoi, interferon, hoat tb plasminogen mo, cac
viral vaccine va cac khang thé don dong. Theo phwong phép truyén thong
cac hop chit hoa sinh nay dugc san xuit bang cach st dung cac dong vat
song hodc duoc tach chiét tir xac ngudi chét. Chang han, cac khang thé don
dong co thé dugc san xuét bang cach nudi ciy cac té bao hybridoma trong
cac khoang mang bung (peritoneal cavity) cuia chudt, hoic hormone sinh
truong dung dé chira bénh coi (dwarfism) cb thé duoc tach chiét tir xac
ngudi chét. Tuy nhién, sé lugng thu duge tir cac phuong phap nay rat han
ché vi thé viéc img dung rong rai ching trong diéu tri con gap nhiéu kho
khan.

Mot vai san phdm gen cta dong vat c6 va cling co thé duoc san xuat
boi hé théng vi khuan bang cach dung céng nghé DNA tai to hop. Tdc do
sinh truong nhanh, thanh phan méi trudng don gian va ré tién ctia nudi ciy
té bao vi khuan khién chang c6 nhiéu uu diém hon so véi nudi cdy té bao
dong vat co va. Tuy nhién, vi khuan lai thiéu kha ning sira d6i hau dich ma
(post-translational modifications) bao gdm viéc phan giai protein, lién két
cac tiéu don vi (subunit), hodc nhiéu phan ung két hop khic nhau nhu
glycosylation, methylation, carboxylation, amidation, hinh thanh cac cau ndi
disulfide hodc phosphoryl héa (phosphorylation) cac gbc amino acid. Nhitng
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stra d6i nay rat quan trong anh hudng dén hoat tinh sinh hoc ctia san pham.
Vi du, quéa trinh glycosyl hoa (glycosylation) co thé gitip bao vé protein
chbng lai sy phan giai chung, duy tri kha ning on dinh cau tric va bién dbi
khang nguyén. Vi thé, nhiéu cong ty da phai quay lai v6i hé thong vat chu
biéu hién cac protein ngoai lai la céc té bao dong vat c6 va. Hién nay,
khoang 60% protein tai t6 hop dung lam duoc pham duoc san xuét tir cac hé
thong té bao vat chii nay.

1. Céc wu diém ciia nuéi cdy té bao déng vt

- Heé théng té bao dong vat 13 cac “nha may té bao” thich hop cho viéc
san xudt cac phan tir phirc tap va cac khang thé dung 1am thudc phong bénh,
diéu tri hodc chan doan (Bang 6.1).

- Cac té bao dong vat dap ung dugc qué trinh hau dich ma chinh xac
dbi voi cac san pham protein sinh-dugc (biopharmaceutical).

- San xudt cac viral vector dung trong liéu phap gen (bién nap mot gen
binh thudng vao trong té bao soma mang gen twong tng bi khiém khuyét dé
chira bénh do su khiém khuyét d6 gy ra). Cac muc dich chinh cua liéu phap
nay 1a cac bénh ung thu, hoi ching suy giam mién dich (HIV), ching viém
khép, cac bénh tim mach va xo hda u nang.

- San xuat cac té bao dong vat dé dung lam co chat in vitro trong
nghién ctru doc chat hoc va duoc hoc.

- Phat trién cong nghé mo hodc phét sinh co quan dé san xuat cac co
quan thay thé nhan tao-sinh hoc/cac dung cu trg gitp, chéng han:

+ Da nhan tao dé chira bong.

+ Mb gan dé chita bénh viém gan.

+ Pao Langerhans dé chita bénh tiéu dudng.

2. Mot 56 han ché ciia nudi cdy té bao dong vat

Mic du tiém ning tmg dung ciia nudi ciy té bao dong vat 1a rat 16n,
nhung viéc nudi cdy mot sd luong 10n té bao dong vat thuong gip cac kho
khan sau:

- Céc té bao dong vat c6 kich thudc 16n hon va cau trac phuc tap hon
céc té bao vi sinh vat,
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Béang 6.1. Cac san pham cta nuoi cay t€ bao dong vat.

Enzyme Urokinase, hoat t6 plasminogen md
(t-PA)'T
Nhom 1 Hormone Hormone sinh truong (GH)

Céc nhan t6 sinh truong | Cac cytokine khac

Nhom II Vaccine® Bénh dai, bénh quai bi, bénh séi &
nguoi. ..

Veterinary-FMD vaccine, New
Cattle’s Disease ...

Nhom 111 Khang thé don dong Céc cong cu chin doan

Nhoém IV Virus con trung Thudc trir sdu sinh  hoc cho
Baculovirus
Nhom V Céc chét diéu hoa mién | Interferon va interleukin
dich

Nhom VI | Céc té bao nguyén ven | Thir nghiém doc chit hoc

- Tbc @6 sinh trudng cua té bao dong vat rat cham so véi té bao vi sinh
vat. Vi thé, san luong cua ching kha thdp va viéc duy tri didu kién nudi ciy
v trung trong mot thoi gian dai thuong gip nhiéu khé khin hon.

- Céc té bao dong vat dugc bao boc boi mang huyét twong, mong hon
nhiéu so v6i thanh té bao day chéc thuong thiy & vi sinh vét hodc té bao
thue vat, va két qua 1a chung rat d& bi bién dang va vé.

' Tissue plasminogen activator (tPA): mdt protein chuyén hoa trong té bao cia
dong vat c6 va c6 tinh ning kich thich plasminogen 1a tién chat cia mé dang khong
hoat dong chuyén sang trang thai hoat dong dung dé diéu tri cac con dau tim.

* Growth hormone (GH): (a) chudi polypeptide hormone do mién trugc ciia tuyén
yén tiét ra diéu chinh ting kich thudc co thé. (b) bat ky chat noi tiét nao tham gia
diéu chinh sinh trudong trong cac co thé dong vat hay thuc vat.

* Vaccine: khang nguyén da lam mat kha nang gy bénh nhung con gitr kha nang
sinh khang thé dé tiém chung gay mién dich phong bénh. Vaccine c6 thé gdm mot
doc to khong hoat dong hodc mot chét khong doc bang cach str dung cac vi khuén
hodc virus di chét hodc giam doc. C6 nhiéu cach tiém ching: dudi da, xuyén da,
tiém bap, gy seo hodc udng qua duong miéng.
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- Nhu cau dinh dudng cia té bao dong vat chua dugc xac dinh mdt
cach day du, va moi truong nuoi cay thuong doi hdéi bo sung huyét thanh
mau rat dat tien.

- Té bao dong vat 1a mot phan ciia mé di duogce td chice (phan hoa) hon
12 mot co thé don bao riéng biét nhu vi sinh vét.

- Hau hét cac té bao dong vat chi sinh truong khi dugc gén trén mot bé
mat.

IL. T¢é bao ddng vat

Céc té bao dong vat 1a té bao eukaryote, chiing duoc lién két v6i nhau
boi cac nguyén lidu gian bao dé tao thanh md. Mo dong vat thudng duoc
phan chia theo bon nhom: biéu mé (epithelium), mo lién két (connective
tissue), mo co (muscle) va mo than kinh (nerve). Biéu mé tao thanh 16p phu
va 16p 1ot trén cac bé mat tu do cia co thé, ca bén trong va bén ngoai. O md
lién két, cac té bao thudng dugc bao boc trong thé gian bao rong (kéo dai),
d6 c6 thé 1a chat 1ong, hoi ran hodc rin. Cac té bao md co thuong thon dai
va dugc gin voi nhau thainh mot phién hodc mot bo boi mé lién két. M6 co
chiu trach nhiém cho hau hét chuyén dong & dong vat bac cao. Cac té bao
mo than kinh gdm c6 than bao chira nhan va mot hodc nhiéu phan mé rong
dai va manh dugc goi 1a sgi. Céc té bao than kinh dugc kich thich dé dang
va truyén xung dong rat nhanh.

1. Céc té bao dich huyén phi

Té bao hong cau va bach huyét 1a cic mo lién két khong dién hinh
dang thé 1ong. Cac té bao mau hodc dich bach huyét 1a cac té bao dich
huyén phu (suspenswn cells) hodc khong dinh bam khi chiing sinh truong
trong nudi cdy in vitro. Cac té bao khong dinh bam khong doi hoi bé mat dé
sinh trudng.

Ching han, cac té bao bach huyét (lymphocytes) (Hinh 6.la) bét
ngudn tir md bach huyét 1a cac té bao khong dinh bam va c6 hinh cau dudng
kinh tir 10-20 pm. Chiing c6 thé dugc nudi cdy trong moi trudng dich long
theo phwong thirc twong tur vi khuan.

2. Cdc té bao dinh bam
Hau hét cac té bao dong vat binh thudng 1 céc té bao dinh bam, vi thé
chung cin c6 bé mat dé gan vao va sinh truong. Trong cac img dung, ngudi
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ta sir dung rong rai cac loai té bao dinh bam la té bao biéu md va nguyén
bao soi (fibroblast) (Hinh 6.1b va c). Cac té bao dinh bam can c6 mot bé
mit 4m dé sinh truong nhu 13 thiy tinh hodc plastic. Pia petri hodc céc chai
truc lan 1a cac loai dugc st dung rong rai nhét. Céc chai dugc dit nam trén
mot truc ldn quay tron cham trong td 4m. Chai c6 dung tich 1 L chira
khoang 100 mL méi trudng 1a thich hop cho cac té bao vira sinh trudng trén
thanh chai vira tiép xtic voi mdi truong va khong khi. Tuy nhién, chai truc
lan chi dung cho quy mé phong thi nghiém vi dién tich bé mit trén mot don
vi thé tich cta chai nuéi cdy kha nho (500 cm?/L).

®®@ ///

(C)

Hinh 6.1. Céc té bao dong vat thuong duoc st dung trong nudi cdy.

(a) t& bao bach huyét, (b) té bao biéu mo, (c) nguyén bao soi

Ty 1¢ dién tich/thé tich c6 thé duoc ting 1én khi cac té bao sinh trudng
trén cac gia thé 1a polymer bot bién (spongy), thé gém (ceramic), cac soi
rong, bao vi thé (microcapsule), hodc trén cac hat nho c6 kich thudc hién vi
goi1 1a microcarrier.

I11. Mdi truwdong nudi ciy

Nhu cau dinh dudng cua cac té bao dong vat c6 vu 16n hon vi sinh vat
do, khong giéng cac vi sinh vat, dong vat khong trao dbi chat nitrogen vo
co. Vi thé, nhiéu amino acid va vitamin can phai dugc bd sung vao moi
truong. Moi trudong dic trung dung trong nudi ciy té bao dong vit bao gdm
cAc amino acid, cac vitamin, cac hormone, cac nhan to sinh trudng, mudi
khoang va glucose. Ngoai ra, mdi trudng can duge cung cap tir 2-20% (theo
thé tich) huyét trong cta dong vat co vii. Mic du huyét thanh c6 thanh phan
chua dugc xac dinh day du, nhung nhiéu nghién ctru di cho thdy noé rat can
thiét cho sy phat trién va ton tai clia té bao trong nudi cdy. Bang 6.2 trinh
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bay thanh phan va ham lugng cla cac chit trong moi truong Eagle (Eagle
1959), day 13 mot trong nhitng méi truong duoc sir dung phd bién trong
nudi cay té bao dong vat.

Bang 6.2. Thanh phan méi trudng Eagle (1959).

Thanh phan Nong do Thanh phan Nong do
(mg/L) (mg/L)
1. L-Amino acid 3. Vitamin
Arginine 105 Choline 1
Cystine 24 Folic acid 1
Glutamine 292 Inositiol 2
Histidine 31 Nicotinamide 1
Isoleucine 52 Pantothenate 1
Leucine 52 Pyridoxal 1
Lysine 58 Riboflavin 0,1
Methionine 15 Thiamine 1
Phenylalanine 32
Threonine 48 4. Muéi
Tryptophan 10 NaCl 6800
Tyrosine 36 KCl 400
Valine 46 CaCl, 200
MgCl,.6H,0 200
2. Carbohydrate NaH,PO,. 2H,0 150
Glucose 1000 NaHCO; 2000
Serum 5-10%

Huyét thanh dung trong mdi trudng nudi ciy khong chi dit tién ma
con 1a ngudn nhidm ban virus va mycoplasma. Do ban chit hoa hoc cua
huyét thanh chua dugc xac dinh ddy du nén trong mot s trudng hop co thé
anh hudng xAu dén két qua nuoi céy. Sy hién dién cta nhiéu protein khac
nhau trong huyét thanh ciing c6 thé 1am phirc tap cac qua trinh phan tach va
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tinh sach dau ra. Vi 1y do do, nhiéu nghién cuu da dugc thuc hi¢n dé xay
dung cong thirc moi trudong khong c6 huyét thanh. Nhimg cong thirc nay
chtra cac hormone va cac nhan t sinh truéng duge tinh sach dé thay thé cho
huyét thanh.

Trude day, huyét thanh cta thai bo (fetal bovine serum-FBS), dugc bd
sung & ndng do 1-20%, 1a rat can thiét cho sy sinh san cua cac té bao dong
vat c6 vi. Nhung ngay nay, nhiéu qua trinh nudi cy té bao & quy mé 16n da
bét dau thyc hién trong méi trudng khong c6 huyét thanh.

IV. K¥ thuat nudi ciy té bao dong vat

Phuong phap chinh trong nudi cdy té bao dong vat co vi dé san xuét
cac san pham sinh-duoc 14 dya trén co sé nudi cay dich huyén phu trong hé
1én men. Tir lau, hé 1én men da dugc s dung trong nudi cdy vi khuan va
ndm men. Dau tién, sy 1én men 1a thuét nglr dung cho san xuét con. Sau do,
cac nha vi sinh vat hoc tng dung cic nguyén tic trén dé tach chiét cac
vitamin, cac acid hiru co va cac khang sinh... Két qua dan dén sy phat trién
nhanh chéng cac phuong phéap va cac hé théng 1én men khac nhau.

Céc nguyén 1y tuong tu sau d6 duoc tng dung cho nudi ciy sinh khdi
té bao dong vat va thuc vat. Tuy nhién, nudi cdy cac té bao dong vat va thuc
vét kho khan hon nhiéu so véi vi sinh vat, cai chinh 1a do qua trinh trao doi
chat trong céc loai té bao nay dién ra chdm, diéu nay ciing phan anh téc do
sinh truong cham cua té bao. Cac té bao dong vat ¢ nhu cau dinh dudng
phirc tap hon so véi vi khuan va nAm men, ching khong c6 thanh té bao nhur
vi khuén vi thé rat d& bién dang va vd. Do do, cac hé théng khqu va suc khi
dugc thiét ké khic voi nudi cay vi khuan. Mic du c6 mot sd diém khong
thuan loi, nhung hé théng 1én men da dugc stir dung dé nuéi céy té bao dong
vat it nhat cling vai chuc nam trudc day. Cac dong té bao khac nhau nhu
BHK-21, LS, céc té bio Namalwa... dd dugc sinh trudng trong hé 1én men
theo phuwong thirc nudi cdy chim ngap trong moi truong dé san xuat cac viral
vaccine va cc san pham khac.

bic diém dé bién dang va d& v& cua té bao dong vat da dugc khéc
phuc bang cach dua vao cc canh khudy c6 dang hinh mai chéo. Viéc cung
cép khi truc tiép ¢6 thé tao ra bot khi d& lam v& té bao, vi thé can cung cép
khi bang cach khuéch tan thong qua 6ng silicone. Moi trudng chfra nhiéu
protein huyét thanh co kha nang gay ra hién tuong tao bot nén can khuay
cham va nhe. D6i voi nudi cdy mat do cao, can cung cip thém oxygen.
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Phuong phép dung dng silicone dé suc khi c¢6 nhiéu vu diém do khong tao ra
bot khi va toc do truyén oxygen la thoa dang.

Nhu vay, cdc hé 1én men vi sinh vat dugc cai tién thich hop c6 thé
dung dé nudi cay sinh khoi cac té bao dong vat sinh trudng trong dich huyén
phu. Néu muon nudi cdy mdt dong t€ bao dinh bam thi nén dung mot hé
thong chat mang nhu 1a microcarrier.

Céc dong té bao dong vat c6 vii thuong duoc st dung trong nudi cay
1a CHO?, NS0°, BHK®, HEK-293" va té bao vdng mac clia ngudi.

1. Hé théng san xudt

Phét trién mot qua trinh san xuit cong nghiép cho protein tai to hop
ctia t& bao dong vat c6 vii thuong dwa theo hé thong dugc trinh bay ¢ hinh
6.2. Pau tién, gen quan tim duoc tai t6 hop véi cac nhan t6 diéu hoa phién
mé (promoter) can thiét trong plasmid vector dé chuyén vao té bao. Pong
thot, gen thur hai (gen chon loc-selector, hay con goi 1a gen chi thi chon lgc-
selectable marker) ciing dugc chuyén cho té bao nhan dé phan biét t& bao
duoc bién nap va khong bién nap. Su hién di¢n cua tdc nhan chon loc trén
mdi truong nudi cdy sau khi chuyén gen mét vai ngay da cho phép phan lap
cac té bao tai to hop sdng sot. Cac gen chi thi chon loc duoc dung phd bién
nhit 1a dihydrofolate reductase (DHFR), mdt enzyme tham gia trong qua
trinh chuyén hoa nucleotide, va glutamine synthetase (GS). Trong ca hai
truong hop, su chon loc xay ra khi thiéu chét chuyén hoéa thich hop trong
moi truong (hypoxantine va thymidine, trong truong hop cua DHFR hoac
glutamine trong truong hop GS), do d6 da ngédn can sy sinh truéng cia céac
té bao khong bién nap.

Sau khi chon loc, cac té bao séng sot (xem nhu 1a cac t& bao don)
dugc chuyén vao binh nuéi cdy thi hai, va qué trinh nudi cdy duoc phat
trién dé san xuit cac quan thé vo tinh (clonal populations). Cudi cing, cac
dong riéng biét duoc danh gia kha nang biéu hién protein tai to hgp dé chon
ra dong c6 kha ning san xuat cao nhat. Tir nhitng dong nay, mot dong té bao
6 tbe do sinh truong thich hop va cac san lugng cao dugc sur dung dé san
xut protein tai t6 hop. Qua trinh nudi cy sau d6 s& duogc thiét 1ap va tbi wu
hoa cho san xuat.

* Chinese hamster ovary: té bao budng trimg chudt dong Trung Qudc.
> Mouse myeloma: té bao u tiy cta chudt.

5 Baby hamster kidney: té bao than ciia chudt dong so sinh.

7 Human embryo kidney: té bao than ciia phdi nguoi.
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2. T6i wu héa méi treong dinh dwéng va té bao vit chii

Hién nay, moi truong thuong mai dung cho nudi cdy té bao ¢ chét
luong cao di dugc mot sb nha cung cép hang dau san xuat. Tuy nhién, viéc
san xudt protein tai t6 hop ciing can phai duoc t6i wu hoa bang cach khao sat
trén nhidu coéng thirc moi truong dinh dudng. Thong thudng, mot qué trinh
san xuét riéng biét doi hoi mot vai cong thirc méi truong khac nhau, trong
d6 mdi cong thire duoc thiét ké cho mot phase dic trung cua su sinh trudng.

Cac mdi trudong cho tde d6 sinh truong nhanh doi hoi cay chuyén 3-5
ngay/lan. Qua trinh san xuit mé (6-8 ngay) hodc mé mé rong (10-21 ngay)
dai hon nhiéu so véi thoi gian cdy chuyén dic trung. Phét trién moi truong
thich hop 13 v cing quan trong va phai duoc thiét ké trén mot co sé riéng
biét, d6i véi mdi qué trinh va mdi dong té bao.

Tuong ty moi truong, cac té bao vat chu ciing phai duoc cai thién dé
chéng lai cac anh huong cia diéu kién nudi cdy 1am giam kha ning sdng sot
va/hodc tién hanh cac budc chuyén gen dé kich thich sinh truong. Két qua
nghién ctru ctia nhiéu phong thi nghiém cho thiy, cac té bao vat chii c6 thé
duogc cai thién sinh truéng, kha ning sdng sot va san lugng nhd cong nghé
DNA tai t6 hop. Céc proto-oncogene®, cac gen diéu chinh chu ky té bao
(cyclins), cac gen yéu t6 sinh truong (vi du yéu t6 sinh truong giéng insulin)
va cac gen antiapoptosis dd duoc dua vao trong té bao dé tao ra cac vat chi
siéu san xudt (superior production hosts).

Cai thién su bién d6i va san xuit protein hau dich ma 1a mdt phat trién
day hira hen khac. Chang han, nguoi ta thdy hiéu luc cua cac khang thé c6
thé duoc cai thién béng cach tang cuong hi¢u lyc ciia co quan phan ung
mién dich tw nhién cia chiing. Su biéu hién du thira (over expression) dugc
6n dinh cta N-acetylglucosaminyl-transferase-III, mot enzyme khong duoc
biéu hién tir nhién trong cac té bao CHO va NSO, trong céc té bao san xuat
khang thé tai to hop di kich thich tao cic IgG & ndng dd cao va cac
oligosaccharide khong fucosyl héa (fucosylation) trong vung Fc. Nhiing
bién doi cua dang glyco (glycoform) di lam ting tir 5-10 1an cac doc to té
bao phu thudc khang thé.

¥ Proto-oncogene: gen tién ung thu.
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V. Cic khang thé don dong

Céc té bao bach huyét (lymphocytes) 14 cac té bao mau tring can cho
cac phan tng mién dich. Cac B-lymphocyte, loai san xut khang thé, hién
dién trong 14 lach, cac u bach huyét (lympho nodes) va mau. Khi mét chat
ngoai lai di vao trong co thé cua dong vat c6 xuong song, thi cac tuyén B-
lymphocyte san xudt nhanh va tiét ra cac phan tor protein goi la
immunoglobulin hay con goi 14 khang thé (antibody). Cac khang thé c6 cac
vi tri két hop c6 thé nhan ra hinh dang cta yéu t6 quyét dinh dic higu trén
bé mit cua chét ngoai lai, con goi 13 khang nguyén (antigent). Két qua 1a cac
khang thé c6 thé lién két véi khang nguyén dic hiéu, trung hoa va dao thai
cac chat ngoai lai. Do tinh dédc hi¢u cua ching trong viéc nhén dang céc té
bao hodc phan tir dic biét nén khang thé da 1a nhitng cong cu rat quan trong
dé cac nghién ctru vién va thay thudc 1am sang phat hién sy hién dién va
noéng do cua thudc, cac san phdm cia virus va vi khuan, hormone va cac
khang thé khac trong mau.

Co 5 loai khang thé 1a immunoglobulin G, A, M, D va E. Hinh 6.3.
minh hoa ciu triic ctia mot loai khang thé immunoglobulin G (IgG), ¢6 cdu
trac protein dang hinh chit Y bao gdm mot cip chudi ning (heavy chain)’ va
mdt cap chudi nhe (light chain)'® dugc lién két boi cac cau ndi disulfide.
M&i chudi c¢6 2 vung: (1) ving cé thé thay d6i duoc, ving ndy khac nhau
tuy thudc vao mdi loai khéang thé va chung chira céc vi tri lién két dic hiéu
v6i cac khang nguyén khac nhau, (2) ving khong thé thay doi dugc, dic
trung cho cac khang thé cia mot phan 16p nhat dinh. Ban chat cua lién két
khang thé-khang nguyén twong ty voi ban chit cia phuc hop co chét-
enzyme.

C6 nhiéu dong khac nhau ciia B-lymphocyte va mdi dong san xuét ra
cac khang thé khac nhau nhén ra cac yéu té quyét dinh khang nguyén dic
hiéu. Vi thé, khi mot dong vat dugc tiém mot tic nhan mién dich, thi né
phan ung bang cach san xuat ra mot hon hop khang thé da dang hau nhu
khong thé phan chia dugc. Dé san xuit mot luong 16n khang thé dong nhat
(khang thé don dong) chi nhan ra mét cau trac héa hoc, ching ta phai cho
sinh truong duge mot dong té bao dic biét cia B-lymphocyte. Tuy nhién,

’ Heavy chain: mach polypeptide c6 trong lugng phan tir khoang 55 kDa.
' Light chain: mach polypeptide co trong luwgng phén tir khoang 23 kDa.
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nguoi ta nhan thay 1a cac té bao tiét (tao) ra khang thé khong thé duy tri
duoc trén moi truong nudi ciy.
Khang nguyén

Vi tri lién két Yéu t6 quyét
khang nguyén _ dinh khang

Vi tri lién két
khang nguyén

Viing c6 thé thay d6i

Chubi n3ng
5
<
Chudi nhe -

Vuing khong thé thay d6i

(a) C4u trdc co ban cla phan ti khang thé (b) Vi tri lién két khang nguyén cd
khang thé lién két

Hinh 6.3. C4u trac khang thé immunoglobulin G (IgG).

1. Dung hop té bao

Khong gidng nhu cac té bao tiét ra khang thé, cac té bao myeloma (u
tiy) 1a loai té bao khdi u 4c tinh cua hé thong mién dich, co thé duge nudi
cdy lién tuc. Kohler va Milstein (1975) da phat trién mot phwong phap dung
hop céc té bao B-lymphocyte cua 1a lach véi té bao myeloma cuia chudt dé
lai hai loai t& bao nay v6i nhau, té bao lai myeloma (hay hybridoma), c6 thé
c6 dic diém cta ca hai dong té bao: d6 1a san xuét cac khang thé dic hiéu va
bét tir. Vi hybridoma duoc bit ngudn tir mot té bao B-lymphocyte don, nén
n6 chi san xuat mot loai khang thé goi la khang thé don dong.

Phuong thie dic trung dé dung hop té bao nhu sau (Hinh 6.4):

- Tiém khang nguyén duoc chon vao trong chudt. Hé théng mién dich
trong chudt dap tmg bang cach san xuét cac té bao B-lymphocyte dé tiét ra
khang thé.

- Lay 14 lach cua chudt va tach cac té bao B-lymphocyte.

- Nudi cac té bao myeloma thich hop thiéu HPGRT (hypoxanthine
guanine phosphoribosyl transferase), dot bién HPGRT, mot marker di
truyén dé chon cac té bao lai sau khi dung hop.
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- Dung hop céc té bao B-lymphocyte voi cac t& bio myeloma bang
cach tron chung trong mai truong chira 40-50% polyethylene glycol (PEG).
MBoi trudng s& chita cac hdn hop ctia B-lymphocyte, myeloma, va cac té bao
hybrid-myeloma. Cac B-lymphocyte chira HPGRT, nhu vy cac hybridoma
cling chita HPGRT. Vi thé, cac té bao myeloma duoc coi nhu 1a HPGRT,
trong khi cac té bao B-lymphocyte va hybridoma 1a HPGRT".

- Chon loc céc té bao HPGRT' bang cach nudi cdy hon hop trén moi
truong chira HAT (hypoxanthine, aminopterin va thymidine) 1a chét wc ché
sinh truong cac té bao HPGRT". Do d6, cac té biao myeloma s& chét trén
moi truong nay, trong khi cic té bao hybridoma s& phan chia. Cac B-
lymphocyte khong dung hop s& chét do khoang thoi gian sdng bi han ché
cta chiing.

Tiém khang nguyén PPN
Cac té bao myeloma

HGPRT

Tach cac té

bao la lach l l
@@% — | BB |—
1

Chon loc HGPRT*
trong mdi trudng HAT

AN
Chc € 3o
bl

Cac khang thé don dong

Hinh 6.4. Phuong thirc dung hop céc té bao B-lymphocyte.
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2. Thir nghiém khang thé

Céc khang thé don dong c6 thé dugc phéan tich bang ky thuat thir
nghiém pha ran nhu cic thir nghiém hap thy mién dich lién két enzyme
(enzyme linked immunosorbent assays-ELISA) hodc cac thir nghiém mién
dich phéng xa (radioimmuno assays-RIA). Cac phuong thure thir nghiém dac
trung nhu sau (Hinh 6.5):

- Pua dung dich khang nguyén dic hiéu (Ag) vao cic giéng ciia dia
microtitre c6 kha nang hit bam khang nguyén bang su tuong tac ky nudc
khong dic hi¢u. B6 sung mot loai protein khong gy can trd lién két khang
nguyén-khang thé sau ndy, nhu 13 bovine serum albumin (BSA) dé chiém
céc vi tri gin con lai trén giéng.

- B6 sung dung dich khang thé don dong thir nhit (Mab1) 1 khang thé
dic hiéu vao giéng. Khang thé s& lién két voi khang nguyén trén bé mat rin.

- B6 sung khang thé don dong tht hai (Mab2) 1a khang thé c6 dic tinh
trong phan voi immunoglobulin cia loai ma tir d6 té bao hybridoma bt
ngudn. Mot enzyme (E) cho phuong phap ELISA hodc danh déu dong vi
phong xa cho phuong phép RIA dugce gin dong héa tri voi khang thé thu
hai.

- RIA: do hoat tinh phéng xa bang phwong phap phong xa tu ghi
(autoradiography) hodc bang phwong phap dém nhap nhay ciia hé thong
nang d& ran (solid scintillation counter).

- ELISA: B6 sung co chét thich hop va do mat do quang (OD) san
pham clia n6 trén may quang phé & budc song thich hop.

Mab2 Hinh 6.5. So d6 thir nghiém khang thé
ELISA. Enzyme s& duoc thay thé bang
danh dau hoat tinh phong xa trong
trueong hop thtr nghiém RIA.
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VI. San xuit thudc va DNA vaccine
1. Interferon

Interferon 1a mot loai cytokine (protein) do té bao dong vat sinh ra
mdi khi chiing bi virus xam nhap, interferon khong dic hiéu va co tac dung
tic ché sinh san ctia virus, anh huong dén sinh trudng va phat trién (su phan
hoa) cta cac té bao khdi u va té bao binh thuong nhat dinh nao do.
Interferon c6 thé duoc coi nhu mét loai thudc hiru hiéu chéng cac bénh
nhiém virus va ké ca mot vai dang ung thu.

Co thé dong vat san xuat hai loai interferon 1a interferon I va
interferon II. Interferon I c6 hoat tinh khang virus bao gdm interferon-o
(IFN-a, khéi Iwong phan tir khoang tir 17-26 kDa, dugc bach cu san xuat)
va interferon-p (IFN-P, khdi lwong phan tir khoang 21 kDa, dugc nguyén
bao soi san xuat). Ca hai loai IFN-a va IFN-B c6 tic dung chdng lai sy sinh
san cua té bao, dic biét 1a IFN-a, kich thich hoat dong céc té bao giét tu
nhién (NK) 1am ting biéu hién cac phan todt HLA'' 16p 1. IFN-a dugc tmg
dung dé diéu tri ung thu ¢ hidu qua (dic biét 1a ung thu mau ac tinh, ung
thu biéu mo té bao than), diéu tri bénh nhiém virus viém gan B va C man
tinh (c6 thé chira khoi tir 40-50% sé bénh nhén). Interferon-y (IFN-y, ¢
khéi lugng phan tir khoang 25 kDa, dugc san xudt tir cac lympho T CD4+"2
(h1), T CD8+ va cac té bao NK) hoat hoa cho sy biéu hién cia cac phan tir
HLA 16p II, 1am thuc déy su biét hoa cac té bao mono thanh cac dai thuc
bao.

Céc interferon riéng biét cd cadc pham vi hoat dong khac nhau trong
cac loai khac nhau. o-interferon da chimg t6 hiéu qua chdng lai bénh hairy-
cell leukemia va viém gan C. Ngoai ra, no con c6 hoat tinh chdng viém gan
B man tinh, cling nhu diéu tri budu sinh duc va mét vai bénh ung thu nhu
ung thu mau va tiy xuong. Thudc xit miii chtra a-interferon cung cip mot
s6 chit bao vé chéng bénh cam lanh do céc rhinovirus gay ra.

Trong mot thoi gian dai, viéc cung cap interferon ngudi cho nghién
ctru bi han ché do ky thuat tach chiét rat tén kém. Dén nam 1979, Klein va

""HLA (Human Leucocyte Antigen): khang nguyén té bao bach ciu nguoi, con c6
nghia 1& MHC (phic hé twong hop mé cha yéu-Major Histocompatibility
Complex) ctia nguoi.

"2 CD (Clusters of Differentiation): cum biét hoa khang nguyén. La nhitng phan tir
boc 16 trén bé mit t& bao, duoc nhan biét boi nhimg khang thé don dong dic hiéu
voi ching. S6 lwong CD hién nay ctia cac té bao hé mién dich da duogc tim ra 1én
dén hang tram loai (CD1+CD247).
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cong su da xay dung hé théng san xuét 6n dinh cho interferon cua lymphoid
ngudi bang ky thudt nudi cidy dich huyén phu cia African Burkitt's
lymphoma c6 nguén gbc tir dong té bao Namalva véi sy cam tng bang virus
gay bénh New Castle. Nudi cay té bao da duoc sinh truong trong hé 1én men
50 L trén mdi trudng khong co huyét thanh va duoc cung cip oxygen hoa
tan & nong do cao dé tdi wu su sinh trudng cua té bao. Trung binh 3,35 units
interferon/mL d3 dugc thu hoi trong san phdm cubi ciing chua tinh sach.

Tuy nhién, ngdy nay viéc tach chiét mot luong 16n interferon da tro
nén thuan loi hon nhiéu nhd cong nghé DNA tdi to6 hop. Gen ma héa
interferon dugc bién nap vao té bao ndm men S. cerevisiae (eukaryote) c6
kha ning san xuét interferon voi san luong rat cao. Thanh cong nay di lam
giam dang ké gi4 thanh cia interferon, mé ra co hoi sir dung loai thudc nay
trong diéu tri cac bénh viém nhiém virus va mot vai dang ung thu.

2. Hoat t6 plasminogen mé

Hoat t6 plasminogen mo (t-PA) 1a mot vi du vé protein tri liéu dugc
téng hop trong nudi cay cac té bao dong vat co vii chuyén gen. t-PA 1a mot
protease c6 tac dung phan hiy cac soi to huyét fibrin (dang hoat héa cua
protein gdy dong mau fibrinogen'"?, protein khong tan da dong két thanh cac
sgi dé hinh thanh mét cuc mau dong) duoc st dung dé chira bénh nghén
mach mau. Bénh nhén bi nhiing con dau tim thuong dugc ubng t-PA vi nd
pha tan nhitng cuc mau nhé c6 kha nang lam tic mach.

Cac nghién ctru gan day cho thdy c6 thé sir dung cac tuyén sita cta
dong vat chuyén gen dé san xuét cic protein hiém ctia ngudi. Chang han,
gen t-PA duoc dua vao phoi chudt bang cong nghé DNA tai t6 hop, sau do
phoi chudt dugc céy vao chudt cai tao thanh chuot chuyén gen c6 kha nang
tiét t-PA ngudi qua sira.

3. DNA vaccine

Con goi 1a vaccine DNA tai to hop, day 1a loai nucleic acid vaccine,
dya trén nguyén ly mdt gen ma hoa cho protein khang nguyén dac hi¢u
duoc tiém vao vat chu (té bao dong vat hodc vi sinh vat) dé san xuit cac
khang nguyén nay va khéi dong mot phan ing mién dich. Nhiéu vaccine

" Fibrinogen: protein huyét twong do cic té bao nhu mé gan téng hop, tién chat
cua fibrin, hoat héa dé hinh thanh mdt cuc mau dong khi mach mau bi chan
thuong.
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phong virus hién nay (soi, té liét, dai...) déu dugc san xuat tir nudi cdy té
bao dong vat ma khong phai 13 té bao vi sinh vat.

Hinh 6.6 minh hoa mé hinh san xuit va diéu tri bang liéu phap
vaccine DNA téi t6 hop: Phan 1dp mot hodc nhidu gen tir tic nhan giy bénh
(pathogen), dua cac gen nay vao trong vong DNA cua plasmid va dong lai
(a). Cac vong DNA sau d6 duoc dua vao trong cac nhom té bao nho, thudng
bang cach tiém vao té bao co (b) hodc diy vao da nho siing ban gen (c). Cac
gen dugc chon Iya ma hoa cho cac khang nguyén, cac chét c6 thé giy ra mot
dap tmg mién dich, thudng duoc san xuit boi tic nhan gay bénh.

Gen san xuat
khang nguyén

L
e

dugc stra doi
Tac nhan gay bénh

SUng ban gen

Hinh 6.6. M6 hinh san xuat va diéu trj bang liéu phap DNA vaccine.

3.1. Phuong thtrc hoat dong ctiia cac DNA vaccine

Céac DNA vaccine kich thich phan tmg mién dich bao vé dé chdng lai
tac nhan ngoai nhiém hodc tac nhan gdy bénh, chu yéu bang hai cach cta hé
thong mién dich: nhanh thé dich (yéu té tin cong cac tac nhan gy bénh bén
ngoai té bao), va nhanh té bao (yéu té dao thai cac té bao bi xdm nhiém boi
tac nhan gay bénh). Kha niang mién dich s& dugc duy tri khi hoat dong nay
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tao ra cac té bao ghi nhd (memory cells) 1au dai dé sin sang ngin chan tac
nhan gay bénh.

Cac vaccine cam tng mién dich theo phuong thirc DNA vaccine di
vao té bao dich (vi du: mé co) va sau d6 hoat dong san xuit khang nguyén
ctia té bao thuong dugc tim thay trén tac nhan gay bénh.

- Trong phan ung thé dich, cac t& bao mau tring duoc goi 1a té bao B
lién két dé giai phong cac ban sao clia cac protein khang nguyén va sau d6
tang 1én nhiéu 1an. Nhiéu thé hé sau cua té bao da tiét ra cac phan tir khang
thé (trong sudt qua trinh xdm nhiém) va ching s& két thanh cum trén tac
nhan gay bénh dé danh déu no va sau d6 1a pha huy.

- Sy biéu hién cac doan protein khang nguyén (hodc peptide) trén cac
té bao bi xam nhiém co thé khoi dong mot dap ung té bao. Sy lién két cac
phtc hop khang nguyén sé& cam tng cac té bio méu tring (cytotoxic T
cells'*) sinh s6i ndy nd dé giét chét cac té bao duoc lién két hodc nhing yéu
t khac biéu hién cac chudi peptide trong tu. Céc té bao dugc hoat hoa ciing
s& tro thanh céac té bao ghi nhd, sin sang dao thai cac té bao bi xAm nhiém
boi tac nhan gdy bénh trong tuong lai.

3.2. Thtr nghiém cac DNA vaccine trén nguoi

Béang 6.3 1iét ké mot s6 DNA vaccine dugce thir nghi¢m trén nguoi. Tét
ca cic vaccine ing vién trong cac thir nghiém giai doan dau dé kiém tra do
an toan va dap ung mién dich da dugc sir dung dé diéu tri tot. Khong c6 thir
nghiém nao khéng c6 két qua trong viéc ngin ngira bénh. Hau hét cac
nghién ctru nay van dang tiép tuc.

VII. Té bao ddng vat sir dung trong cay ghép

Pay 1a linh vuc mg dung mdi ctia nudi ciy té bao dong vat c6 vu.
Trude ddy, dé khic phuc cac sai hong ciia co thé, nguoi ta sit dung céc tac
nhan nhu thudc, mé hay co quan ghép, bd phan gia. Ngay nay, cing v6i su

' Cytotoxic T cells: cac té bao T gy doc, 1a nhing té bao tiéu diét cac té bao khac.
Tt ca cac té bao T gy doc déu 1a cac T-CDS chi nhan biét MHC-16p I, nhung té
bao T-CD4 ciing c6 thé diét cac té bao khac & mot s truong hop. Céc té bao T gay
ddc co vai tro quan trong trong viéc bao v€ vat chu chéng lai cac tac nhan gay doc
ndi bao.
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phat trién cta ky thuat nudi cay té bao, xu hudng cdy ghép té bao da tré nén
ngdy cang phd bién hon. Chang han, viéc ghép cac té bao tuy san xuat
insulin cua lgn vao nguoi méc bénh tiéu duong da duogc thuc hién vao
nhitng ndm 1990, tuy nhién két qua van chua rd rang. Nghién ciru nay néu
thanh cong s€ gitp bénh nhan khong con phu thudc vao vi¢c ti€ém thuong
xuyén insulin, dong thoi loai bo tdi da cac hau qua cia bénh. Nguyén tic
tuong tu ciing dugc ap dung cho truong hop cac ton thuong than kinh. Mot
cong trinh gan day cho thdy viéc ghép cac té bao than kinh ldy tir thé van
ctia thai cho phép phuc hdi cac chirc ning ciia ndo ciing nhu chirc ning van
dong & khi Macaque trudc d6 c6 mang cac biéu hién giéng chimg bénh mua
giat Huntington cua nguoi.

Bén canh d6, ky thuat ghép té bao tu than ciing rat dugc quan tam.
Nguoi ta hy vong bang cach ghép cho bénh nhan céc té bao ngudn tao mau
s& khic phuc dugc tinh trang khong hoat dong cua tiy xuong (ching han
truong hop bi chiéu xa liéu cao do tai nan). Céc té bao nay trudc d6 duoc
thu nhan tor chinh nguoi bénh, cho sinh san va biét hoa trong moi truong
nhén tao c6 chira cic nhan to sinh truong va sau dé dugce tiém trd lai cho
nguoi bénh véi s6 lugng 16n. Mot nghién ciru gan day da thanh cong trong
viéc ghép tu than té bao sun. Trude day, dé chita cac bénh thuong ton dau
g6i, nguoi ta bude phai st dung cic bd phan gia. Tuy nhién, giai phap ndy t6
ra khong hiéu qua lam: cac vat liéu sinh hoc dung dé ché tao bod phan gia
(thudng 14 polyethylene) rat kém bén so véi doi héi van dong nhiu cta
khop géi nén c sau 15 nam lai phdi thay. Mat khac, do té bao sun khong cé
kha ning sinh san dé bu dap thuong ton nén khong thé dya vao su tai sinh tu
nhién. Nhom nghién ctru trén da thu nhan sinh thiét tir mot phan syn lanh
clia ngudi bénh, tach roi timg té bao nhd enzyme thity phan. Céc té bao nay
dugc nudi cay va tiém tro lai vao noi bi ton thuong. O dé, chiing san sinh va
tai tao mot 16p sun lanh thay cho phan hu hong. K§ thuat nay dugc ap dung
thanh cong trén vai tram ngudi bénh va da dugc thuong mai hoda rong rai.
Theo mot sb tac gia thi tiy xwong c6 thé tiét vao trong méau cac té bao co
kha ning biét hoa thanh soi co. Trén co so nay, ho di ghép té bao tiy xuong
liy tir chudt chuyén gen 1én chudt binh thuong bi ton thuong co. Sau vai
tuﬁn, cac chudt sau chay nhanh nhu tho, véi cac té bao co chira nhan mau
xanh.
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Bang 6.3. Mot s6 DNA vaccine dugc thir nghiém trén nguoi.

stt Vaccine Protein dugc ma hoa bdi Két qua mién dich
cac gen vaccine
1 | Ngin chan viém gan | Khang nguyén bé mit | Cac dap g té bao va thé
B viém gan B dich
2 | Ngan chan cac | Herpes glycoprotein Cac phan tich mién dich
Herpes don dang tién hanh
3 | Ngén chan HIV Céc protein vo va diéu | Cac dap ung té bao (mot
hoa, hoac cac protein 161 | cach co ban, tat ca cac
va cac enzyme can thi€t | gen chac chan s€ duoc
trong sao chép HIV tht nghiém trong mot
vaccine)
4 | Ngian chan bénh | Hemaglutinin (ngung két | Cac phan tich mién dich
cum to hong cau) dang tién hanh (tht
nghiém da ket thic)
5 | Ngin chan bénh sbt | Circumsporozoite Céc dap ung té bao
rét protein (protein hat bao
tr vong)
6 | Liéu phap HIV Céc protein vo va diéu | Cac ddp ung thé dich
hoa; hodac cac protein | trong thir nghiém dau tié€n
TAT, NEF va dicu hoa (da dugc keét thuc), cac
dap ung té bao trong mot
thir nghiém khéc
7 | Céac liéu phap cho | Carcinoembryonic Céc déap tg té bao
ung thu biéu mo6 do | antigen (CEA)
adenovirus ¢ vu va
rudt ket
8 | Céc liéu phap cho B | Immunoglobulin Céc dap Gng thé dich
cell lymphoma
9 | Liu phap cho | T cell receptor Cac phan tich mién dich
cutaneous T cell dang tien hanh (thu
lymphoma (CTCL) nghiém da ket thuc)
10 | Liéu phap cho ung | Khang nguyén mang dic | Cac phan tich mién dich
thu tuyén tién lit hi€u cta tuyén tién liét dang tién hanh
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VIIL Tao co quan tir té bao dong vat nudi cay

Trong y hoc, dé diéu trj chimg xo vita dong mach, ngudi ta can thay
thé cac mach mau bi hong. Cac mach méau nhan tao kém bén trong khi khau
nbi va rat dé bi tic nghén. Gan ddy, mot nhom nghién ctru da san xuat thanh
cong mach mau ty nhién br:ing cach nuo6i céy té bao dong mach chu cua bo,
gdm té bao co va té bao ndi mo, trén mot gia thé polymer ty tiéu. Cac nha
nghién ctru da sir dung mat thiét bi hoat dong nhu qua tim that va tac dong
1én cic mach dang hinh thanh gidng hét nhu trong diéu kién ty nhién. Thi
nghiém tuong tu véi cac té bao c6 ngudn gdc tir lon di cho phép san xuit
mach méau ma khi dem ghép tré lai trén lon cho nhitng két qua rat kha quan.

Tuy nhién, loai té bao dang co trién vong nhét trong linh vuc nay 1a té
bao mam phoi. Té bao mam phdi chudt da duge sir dung tir 1au, nhung phai
dén cudi thé ky 20 nguoi ta méi thu nhan duoc té bao mam phoi ngudi bang
hai cach khac nhau: tir t& bao phoi nang va tir té bao mam nguyén thiy. Cac
nha khoa hoc cho ring cic t& bao von c6 tinh toan thé nay (totipotency) co
kha ning tai tao mo va co quan moi, tham chi c¢6 thé chin ding ca qua trinh
130 hoa néu co thé duoc cung cdp chung thuong xuyén. Mot img dung thuc
té hon la viéc diéu tri cho nhitng cdp vo sinh khong c6 kha nang san sinh té
bao sinh duc.

bé sir dung té bao mam phoéi vao muc dich diéu trj can phai thu nhan
dugc nhitng dong té bao c6 mang bd gen ciia ngudi bénh. Hién nay, c6 ba
cach tiép can chinh:

- Tao dong tri liéu: thay thé vat liéu di truyen cia noan nguo’l bang
nhan ciia mot t& bao trudong thanh. Bién phap nay, vé nguyén tic tuong tu
nhu k¥ thuat tao dong ctru Dolly. Khéc biét duy nhat ¢ chd thay vi sau d6
ciy phéi trd lai tr cung me, ngudi ta s& nudi no trong diéu kién in vitro dén
giai doan phoi nang. Cac té bao phdi thai dugc thu nhéan tir d6 va dem nuoi
cdy.

- Céy nhan té bao nguoi vao nodn cua mot dong vat c6 va bat ky da
loai nhan.

- Lap chuong trinh méi cho nhédn cua té bao trudng thanh bang cach
két hop té bao mam phoi v6i nhan ctia mot té bao sinh dudng.

Bén canh nhiing trién vong rat 16n, viéc sit dung mam phoi nguoi
cling goi ra nhiéu van dé k¥ thuat, chu yéu 1a: (1) phuong phap cho phép cac
té bao mam phoi nguoi biét hoa theo huéng mong mudn, va (2) cac nhan tb
chi thi va phuong phap chon loc té bao dich (target cells).
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Nhimng hiéu biét méi vé co ché qua trinh phat sinh ca thé cong voi
viéc phat hién nhitng protein cam tng clia qua trinh nay co thé s& giai quyét
dugc cac van dé néu trén. Gan day, ngudi ta dd phan 1ap duoc mot protein
(dit tén 1a Cerberus), protein nay 1a tin hiéu ddu tién trong chudi hién twong
hinh thanh dau & phoi coc (Xenopus laevis). Chinh n6 d cam tng su biét
hoa cac té bao 1an can ngoai bi thanh ndo va mat, cac té bao trung bi thanh
tim va té bao ndi bi thanh gan. Phat hién nay gép phan mé ra mot trién vong
m&i: san xuat hang loat cac co quan thay thé bang cach nudi ciy céc té bao
mam phoi véi su hién dign ciia mdt protein cam Ung dac hi¢u dé huéng su
biét hoa cua chung thanh loai m6 mong mudn.

IX. M6 hinh thyc nghiém

Nhu ching ta di biét, mot loai thudc mudn dung dé diéu tri bénh trude
khi dugc phép luu hanh phai trai qua nhiéu thir nghiém dé dam bao hiéu qua
tac dung cling nhu mic d an toan cua no, trong dé giai doan thir nghi€ém
bude dau trén cac dong vat mo hinh (model animal) c6 mdt ¥ nghia rat quan
trong. Thong thuong, nhiing thr nghiém nay doi hoi mét thoi gian dai va
tén kém, dong thoi khong phai lac ndo ciing ap dung duoc cho nguoi... Vi
vay, hién nay xu hudéng st dung té bao nudi cdy in vitro lam mé hinh thir
nghiém ngdy cang phat trién, nhat 13 khi ngudi ta c6 kha ning nudi cay hau
nhu moi loai té bao nhd vao cac ki thuat hién dai.

Mo hinh thtr nghiém trén té bao da duogc st dung trong cac khao sat vé
su chuyén hoa cac chit c6 ngudn gdc ngoai lai nho hé enzyme ndi bao. Loai
té bao duoc str dung thong dung nhat 1a té bao gan, do nd c6 mot sé wu thé
sau: (1) gan dong vai tro chu yéu trong chuyen hoa cac hop chét hoa hoc,
dic biét 1a chat doc, (2) té bao gan nudi cay van giit nguyén (trong vai gio
dén vai ngay) cac chirc ning dic trung bao gdm ca enzyme chuyén hoa hién
dién v6i ham lugng 1on. Viée nudi céy chung té bao gan voi té bao biéu mo
cho phép duy tri chiing séng trong nhiéu tuan 18. Pic biét, cac té bao gan da
duogc bién doi di truyén dé c6 thé sinh tong hop céc cytochrome P450, day 1a
cac enzyme then chét trong chuyén hoa cac chat ngoai lai, rit c6 ich dé xéac
dinh loai cytochrome chiu trach nhiém bién d6i mot loai thudc nhét dinh.

Mot tmg dung khac ciia nudi cdy té bao dong vat 1a khao sat cac doc
tinh d6i v6i vat chat di truyén do cac chit chuyén hoa trong té bao gan 1én
DNA. Ngudi ta c6 thé tao ra cac hu hong dic trung trén té bao bang cac chét
ddc, tir d6 phat hién bao quan bi d&nh hudng va xac dinh céc co ché hoa sinh
va phan tir ciia qua trinh chuyén héa chét doc. Loai té bao thong dung nhat
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dugc str dung trong truong hop niy ciing 1a té bao gan, nhung hién nay
ngudi ta da bat dau sir dung té bao than va phdi dé md rong nghién ciru.

Nhin chung, trién vong ctia cac md hinh té bao dong vat nudi cay rat
16n, dac biét la VO'l su phat trién cua nhiéu k¥ thuat hién dai cho phép dam
bao kha nang song va chirc ning 6n dinh cho tat ca cac loai t& bao nudi ciy,
kha ning phuc hoi va sira chita cac hu hong cia té bao ciing nhu ty dong
hoa cac thao tac.
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Chuong 7
Nuoi cay té bao thwc vat

I. Mé diu

Thue vat 1a ngudn cung cap cac hop chat hoa hoc khac nhau rat c6 gia
tri, chéng han céc chat dung 1am duoc li¢u, cac cht tao mui, cac chit dung
lam gia vi, cac sic td va cac hoa chit dung trong noéng nghiép (Bang 7.1).
Nhiing san pham nay, dugc biét nhu 14 cac chét trao ddi thir cip (secondary
metabolites), thuong dugc san xuit véi mot lugng rat nho (dang vét) trong
thuc vat va khong c6 chirc ning trao ddi chét rd rang'. Ching dudng nhu 13
san pham cua cac phan tmg hoa hoc cta thuc vat voi moi trudng chung
quanh, 1a sy thich nghi véi stress ciia moi truong hodc 1a sy bao vé héda hoc
chdng lai vi sinh vat va dong vat.

Mac du, hoa hoc téng hop hitu co dat nhiéu thanh tyu quan trong
nhung nhiéu hop chat trao ddi thir cap (thudng goi 13 cac chat thir cap) van
con kho téng hop hodc c¢6 thé tong hop duoc nhung chi phi rat dit. Ching
han, mét s6 hdn hop phirc tap nhu tinh dau hoa hong 1a khong thé téng hop
héa hoc duogc. Pé san xuét cic san phém tha cép tr thuc vat, cac mo thuc
vat ngoai sinh (ching han tir cAy hoan chinh) c6 thé dugc sir dung dé nudi
cy té bao dich huyén phu (cell suspension culture) trong diéu kién vo tring.
Co sO0 khoa hoc cua ky thudt nay la dua trén tinh toan thé hoa sinh
(biochemical totipotency) duy nhit cua té bao thyuc vat.

Nuoi céy té bao thuc vat trong diéu kién in vitro dé san xuit cac chat
thir cap c6 mot sd uu diém sau:

- Céac té bao thuc vat c6 thé duge nudi céy trong cac diéu kién nhan
tao ma khong phu thudc vao thoi tiét va dia 1y. Khong can thiét dé van
chuyén va bao quan mot sd lugng 16n cac nguyén licu tho.

' Cac chit so cap dugc san xudt voi so lugng 16n hon cac chat thir cip va co cac
chtrc ning trao d6i dic biét. Cac chét so cép thu duoc tir thyc vat bac cao duoc sir
dung nhur 13 thyc pham, cic phu gia thuc phim, va cac nguyén liéu tho trong cong
nghi€p nhu la cac carbohydrate, dau thue vat, protein va cac acid béo.
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Bang 7.1. Céc san pham tiém ning cla thuc vat dang dugc quan tam.

Chét mau Anthocyanin, betacyanin, saffron

Chat mui Chuoi, mo, tdo, dao, nho, 1€, dua, qua
mam x06i, nho, mang tay, capsicum, ca
chua, can tay, vanilla, cocoa.

Thuc phém Chat ngot Miraculin, monellin, stevioside,
thaumatin
Gia vi Bach dau khiu, long ndo, cay huong

thao, nghé, ngai dang

Tinh dau Toéi, hoa nhai, chanh, hanh tay, bac ha,
hodc hwong, hoa hdng, vetiver

Cac alkaloid Ajmalacine, atropine, berberine, codein,
hyoscyamine, morphine, scopolamine,
vinblastine, vincristine, camptothecin,
quinine, serpentine

Duoc liéu Cac steroid Digitoxin, digoxin, diosgenin

Cac chat khac Ginsengoside, shikonin, ubiquinone-10,
rosmarinic acid, diosgenin, L-Dopa,
saponin

Céac protein tai | Khang thé don dong, cac interleukin,
t6 hop GM-CSF, cac enzyme khac

Nong nghiép Héa chat Pyrethrin, rotenone, neriifolin, salannin,
azadirachtin, cac hoa chat alleopathic

- C6 thé kiém soat chat lugng va hiéu suat cia san pham bang cach
loai bd cac trd ngai trong qua trinh san xuat thyc vat, nhu 1a chat lugng cia
nguyén li¢u tho, sy dong nhat gitra cac 16 san xuat va sy hu hong trong qua
trinh van chuyén va bao quan.

- Mot s san pham trao d6i chat duoc san xuét tir nudi cdy dich huyén
phu co6 chat lugng cao hon trong cay hoan chinh.

Thach thirc 16n nhat dbi voi cong nghé té bao thuc vat 1a sy on dinh
cho phép nudi cay té bao thuc vat trén quy mo 16n va dat hi€u suat toi da
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cho sy tich lity va san xuat cac chat thir cdp. Diéu nay c6 thé thyc hién bang
cach chon loc cac kiéu gen thich hop va cac dong té bao c6 san luong cao,
xay dung cic cong thirc moi trudng dinh dudng hop 1y dé nudi cay té bao,
thiét ké va van hanh cac hé thong nudi ciy té bao (bioreactor) hiéu qua.
Chung ta ciing c6 thé sir dung kinh nghiém va kién thirc c¢6 duoc tir nudi cdy
vi sinh vat dé ap dung cho nudi cdy té bao thuc vat. Tuy nhién, t& bao thuc
vat va vi sinh vat c6 mot sb dac diém khac nhau, vi thé can phai cai tién va
diéu chinh cac diéu kién nudi cdy ciing nhu cdu hinh ciia ndi phan tmg
(reactor) dé tim duoc cac yéu cau dic thu cta nudi ciy té bao thuc vat.

Mot s6 dic diém chinh khac nhau gitra té bao thuc vat va vi sinh vat:

- Té bao thue vat 16n hon té bao vi khuan hodc vi nam tr 10-100 14n.

- Sy trao ddi chit cua té bao thuc vat cham hon vi thé doi hoi phai duy
tri mot diéu kién vo trung trong thoi gian 1au hon.

- Té bao thyc vat c6 khuynh huéng két thanh mot khéi gay ra su lang
dong, c6 kha ndng hoa tron kém.

- Céc té bao thuc vat man cam dé& bién dang hon té bao vi sinh vat.

- Qua trinh san xuét cac chit tha cép & té bao thuc vat phu thudc céac
co ché diéu hoa phire tap hon so véi cac té bao vi sinh vat.

- Céac té bao thuc vat c6 do 6n dinh di truyén thip hon té bao vi sinh
vat.

II. T€ bao thyc vat

Hinh anh té bao thuc vat duoc minh hoa & hinh 7.1. Mot té bao don
thyc vat thuong c6 duong kinh khoang tir 20-40 um va dai 100-200 pum.
Céu tric chinh cta t& bao thyc vat twong tu cac té bao dic trung cua
eukaryote. Tuy nhién, té bao thuc vat co6 mot sd dic diém riéng biét nhu
thanh té bao day, khong bao 16n va c6 luc lap.

Té bao thyc vat dugc boc chung quanh béi thanh té bao. Lop ngoai
ctia thanh té bao chira pectin dé giup no lién két voi cac té bao bén canh.
Lép trong cta thanh té bao 1a mang té bao. Mang té bao hoan toan khac véi
thanh té bao vé hinh dang, thanh phan va chiic ning. Trong khi thanh té bao
cling rin, ¢6 cdu tric tuong ddi day thi mang té bao chat lai méng (khoang
75 zzx) va mém déo. Mang té bao bao gém protein va lipid trong khi thanh té
bao 1a carbohydrate ty nhién. Thanh té bao c6 chic ning nang d& cho cay
trong khi mang té bao diéu hoa sy van chuyén céc chat di vao va ra khoi té
bao.
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Chloroplast
Thanh t€ bao
Mang té bao T€E bao chat

Khong bao
Ludi ndi sinh chat

Ribosome

Ty thé
Nhan

B0 may Golgi

Hinh 7.1. Minh hoa mot té bao thuc vat.

Khéng bao (vacuole) co vai tro tiép nhan cac chét thai cua su trao d6i
chit hodc céc chit tha cép cua thuc vat. O cac té bao non khong bao thuong
nho va nhiéu. Khi té bao 16n dan va gia hon thi khong bao ciing mé rong 1én
va két thanh mot khdi. O cac té bao thuc vat truong thanh, khong bao ¢ thé
chiém t6i 90% thé tich té bao. Khong bao dugc boc chung quanh boi mang
huyét tuong (plasma). Thanh phan chinh cta cic khong bao 16n 1a nudc
chira cac chat hoa tan nhu cc ion vO co, cac amino acid, cac acid hitu co,
cac sic to hoa tan trong nudc (anthocyanin) va cac chat khong hoa tan &
dang tinh thé va hinh kim. Ngoai ra, khong bao ciing chira cac protein nhur
cac hydrolyse, catalase va photphatase. Phan bao tan mubn dé cap dén lipid
& chung quanh tit ca cac cu triic ndi giira nhan va mang té bao.

Luc lap (chloroplast) 1a vi tri ciia quang hop trong té bao thuc vat, n6
chira chlorophyll 1a sic t& luc phan tmg véi anh sang dé san xuét cac
carbohydrate. Nhan (nuclear) 13 trung tdm diéu khién cua té bao chira DNA
dé phién ma va dich ma thanh protein. Cac protein tong hop duogc sip xép
va déng goi trong cac tai ciia bd may Golgi. Noi sinh chit (endoplasmic
reticulum) 1a mang 1u6i ciia cac 6ng nho ndi lién cac phan khac nhau cia té
bao. Ribosome dugc tap trung trén bé mit cua mang ludi ndi sinh chat va
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tham gia vao hoat dong sinh tong hop protein. Ty thé (mitochondrion) chira
vat liéu di truyén va nhiéu enzyme quan trong trong su trao doi chat cua té
bao.

III. Céac loai nuoi cﬁy té bao va mé thue vat

Khai niém nuoi céy té bao va mé thuc vat thuong dugc dung nhu 1a
mot thuat ngit chung dé mo ta tat ca cac loai nudi ciy thuc vat ¢ diéu kién in
vitro. Trong cac qua trinh nudi cdy nay thudng xuit hién hai kiéu sinh
truéng sau:

1. Sinh truong khong phan hoa (undifferentiated growth)

Sinh truéng khong phan hoa xuat hién thuong xuyén khi mot mau mo
ctia cdy hoan chinh dugc nudi cay in vitro. Mau md sau d6 da lam bién mat
moi ciu tric ¢ thé nhan biét duoc cua cay nguyén ven ban dau.

1.1. Nudi cay callus

Nubi cy callus cho phép cac khéi t& bao khong co hinh dang nhét
dinh ting 1én tir sinh truéng khong phan hoa clia miu vat trén moi trudng
dinh dudng ran vo tring (Hinh 7.2). Mau vat thuong 1a cic co quan tir nho
hodc cac mau mo. Cac khdi té bao nay khong tuong (mg v6i moi ciu tric
mod dic trung ciia cdy hoan chinh. Thuét ngir nudi cdy callus dugc sir dung
do sy phan chia v t6 chirc cta té bao ma luc dau duoc nghi 12 nd cam tng
v6i su ton thuong thuc thé ciia thyc vat trong qua trinh tach ra khoi cay
hoan chinh. Tuy nhién, sau d6 nguoi ta nhan théy n6 dugc dugc cam ung
boi cac chat diéu hoa sinh trudng thyc vét (plant growth regulators) trong
mdi trudng dinh dudng ran.

Hinh 7.2. Nudi céy callus.
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1.2. Nudi cdy dich huyén phu té bao

Nubi cdy dich huyén phu t& bao chira cac té bao va cac khdi té bao,
sinh trudng phan tan trong moi truong 16ng (Hinh 7.3 va 7.4). Thuong duoc
khoi dau bang cach dat cac khbi mo callus dé v& vun trong moi truong 16ng
chuyén dong (lic hoic khudy). Nudi cdy dich huyén phu vi thé 1a sy tién
trién tir thuc vat dén mau vat, t6i callus, va cubi cung téi dich huyén phu.
Nubi cdy dich huyén phu thich hop hon cho viéc san xuat sinh khdi cua té
bao thyc vat so véi nudi ciy callus, do nudi cay dich huyén phu c6 thé duy
tri va dugc thao tac twong tu vdoi cac hé théng 1én men vi sinh vat dugc ngép
chim trong moi truong long.

1.3. Nudi cy té bao tran

Nuoi cdy té bao tran (protoplast) doi hoi sy sinh trudng cua protoplast
trén moi trudng dic hodc long. Protoplast co thé dwgc chuan bi bing
phuong phap co hoc hodc enzyme dé loai bo thanh té bao. Cac protoplast
duogc phan 1ap c6 thé duoc sir dung dé: (1) bién ddi thong tin di truyén cua té
bao thuc vat, (2) tao ra cay lai vo tinh thong qua dung hop protoplast
(protoplast fusion), (3) nghién ciru sy xAm nhiém cta virus & thuc vat va
nhitng van dé khic. Mot ung dung diy trién vong khac cla nudi cay
protoplast 1 vi nhan giéng thuc vat. Sau khi phéan chia protoplast, thanh té
bao duoc tai sinh dé tang sy phat trién callus va tiép theo 1a cay hoan chinh
nho d6 thue vat ¢6 thé duge nhan 1én nhiéu 1an.

2. Sinh truong co phan hoa (differentiated growth)

Sinh trudng cd phan hoa xuét hién khi cac bd phan cua thuc vat dugc
chuyén 1én méi trudng nudi ciy 1a noi chiing ¢ thé tiép tuc sinh truong véi
clu trac da dugc duy tri tir trude. Cac co quan thyc vat dugc phan hoa cé
thé sinh truong trong qua trinh nudi cdy ma khong bi mat sy toan ven cua
minh con goi 1a nudi cdy co quan (organ culture).

2.1. Nuoi cdy ré to

Nubi ciy ré to co thé duoc thiét 1ap tir dau ré tach ra ¢ nhiéu loai thuc
vat khac nhau. C4c nudi cay ré sinh truéng nhanh c6 thé thu dugc tir cac loai
cay hai 14 mam bang cach gay nhiém chiing véi vi khuan dat Agrobacterium
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rhizogenes. Cac dong ré to (hairy root) dugc hinh thanh c6 thé dung trong
nudi cay dé san xuét cac chat thir cap (Hinh 7.5).

Bom khi vo tring,
khdng khi 8m

%, d6ng nhiéu kénh
Bioreactor e

Binh cg chat dugc lic lién tuc
May lac

Hinh 7.3. Nudi ciy dich huyén phu té bao thuc vat trén may lic. A: Nudi trong
binh tam giac co lic dé chuén bi t& bao. B: Nudi trong h¢ 1én men lic dé san xuit
sinh khoi.

Hinh 7.4. Hé Ién men c6 canh
khuéy (binh nuéi 5 L) dung dé
nudi cdy dich huyén phu té bao
thuc vat & quy mo phong thi
nghiém.
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Hinh 7.5. Nudi cy 1@ to.

2.2. Nudi cdy phoi

Nubi cdy phoi (embryo) c6 thé dugc thiét 1ap cho cac phdi tach ra tir
cac hat vo tring, cac nodn hoidc qua. Cac phoi duoc san xuat tir k§ thuat
nudi ciy té bao, dugc goi 1a phdi vo tinh (somatic embryo), co thé duoc
phan 1ap va ndy mam cung cap mot ciy trén mot mau vat. Nudi cdy phoi co
thé dugc tmg dung dé san xuit nhanh cdy giéng tir cac hat co thoi gian ngi
nghi dai. Phuong phap nay c6 nhiéu wu diém hon cic hé thong nhan gidng
truyén thong nhu 1a qua trinh ddng nhat di truyén, san xuat sinh khéi va
nhan gidng cac cdy trong sach bénh.

IV. Mbi truwong nudi ciy

Mic du nhu cau dinh dudng cua cac loai moé nuoi céy 1a rat khac nhau
nhung moi truong nudi cdy md thyc vat dac trung chira cac thanh phan sau:

- Cac nguyén to6 da hrong. Bao gdm cac loai mudi cua nitrogen,
potassium, calcium, phosphorus, magnesium va sulfur. Pay 14 sau nguyén tb
chinh can thiét cho sinh trudng ctia thuc vat bac cao.

- Cac nguyén to vi lwgng. Bao gém cac loai mudi cua sit, kém,
mangan, boron, copper, molybdenum va cobalt & dang vét.

- Cac phu gia hiru co. Mgt luong nhé céc loai vitamin (myo-inositol,
thiamine, nicotinic acid, pyridoxine, riboflavin...), cdc amino acid (thuong
cho phép boé qua nhung trong mét sb trudng hop dic biét thi c6 thé dung),
va cac phu gia hitu co khong xac dinh khac (malt, dich chiét ndm men, dich
thuy phan casein, nude dua...).

- Cac chit kich thich sinh truéng thue vat. Thanh phan phu gia
quan trong nhat quyét dinh két qua nudi cdy la cac chat di€u hoa sinh
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treong. Cac auxin (IAA” va cac dang tuong tu duge tong hop nhén tao nhu
2,4-D°, NAA*, IBA’, NOA6...), va cac cytokinin (zeatin, 2i-P” va céc dang
tuong tu dugc tong hop nhan tao nhu kinetin, BA®*..) 1a nhitng nhom chat
kich thich sinh truéng va phat sinh hinh thai chu yéu trong nudi ciy mé va
co quan cua thyuc vat.

- Ngudn carbon. Thuong sir dung sucrose 1am ngudn carbon thay cho
ngudn carbon dugc thuc vat ¢d dinh tir khi quyén bang quang hop. Trong da
sO cac thi nghiém nudi cy, t& bao thuc vat dd mat kha ning quang hop.
Glucose ciing thuong dugc dua vao mdi truong va cho hi¢u qua tuong
duong sucrose, trong khi fructose cho hi¢u qua kém hon.

- Cac tic nhin 1am rin (tao gel) mdi trwong. Thuong sir dung 1a
agar, mot loai polysaccharide thu dugc tor mot s6 loai tao thudc nganh tdo do
(Rhodophyta). Mot s6 hop chét khac ciing duoc thir nghiém thanh c6ng nhu
alginate, phytagel, methacel va gel-rite.

Murasghige va Skoog (1962) da xay dung mdi truong dinh dudng co
ban (goi 12 méi trudng MS) thich hop cho hau hét cac thi nghiém nudi ciy
té bao thyuc vat. Thanh phan méi trudng nudi cdy dugce trinh bay ¢ bang 7.2.

V. San xuét cac chit thi cz"ip

Céc chét trao doi thtr cdp hay con goi 13 cac chét thir cip co thé xép
trong ba nhém chinh: alkaloid, tinh dau va glycoside.

Céc alkaloid c6 dang tinh thé 1 cac hop chét chua nitrogen, c6 thé
duogc tach chiét biang cach dung dung dich acid’. Alkaloid c6 hoat tinh sinh
1y trén tat ca dong vat va duoc sir dung trong cong nghi¢p duge. Ho alkaloid
bao gdom: codein, nicotine, caffeine va morphine. Céc tinh dau chtra hdn hop
terpenoid va dugc st dung nhu 1a chat mui, chat thom va dung moi.
Glycoside bao gdm céc phenolic, tanin va flavonoid, saponin va cac

*IAA: indoleacetic acid

3 2,4-D: 2,4-dichlorophenoxyacetic acid

*NAA: a-naphthaleneacetic acid

> IBA: indole-3-butyric acid

® NOA: 2-naphthoxyacetic acid

7 2-iP: 6-(y,y-dimethylallylamino)purine

¥ BA: N°-benzyladenine hay 6-benzylaminopurine (BAP)
’ Tén alkaloid c6 nghia 1a gidng nhu kiém (alkali)
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cyanogenic glycoside, mot sd trong ching duoc sir dung 1am chit nhudm,
cac chat mui thuc pham va dugc pham.

Bang 7.2. Thanh phan mdi trudng Murashige va Skoog (1962).

Thanh phan Nong do Thanh phan Nong do

(mg/L) (mg/L)

1. Cdc nguyén té da FeSO,.7H,0 27,8

luong Na,EDTA.2H,0 37,3

MgS0,.7H,0 370

KH,PO4 170 3. Ngudn carbon

KNO; 1900 Sucrose 30000

NH,NO; 1650

CaCl,.2H,0 440

2. Cdc nguyén to vi 4. Cac phu gia hitu co

luwong - Cac vitamin

H;BO; 6,2 Thiamine.HCI 0,5

MnSO,.4H,0 22,3 Pyridoxine. HCI 0,5

ZnS0,.7H,0 8,6 Nicotinic acid 0,5

Na,Mo00,.2H,0 0,25 myo-inositol 100

CuS0,4.5H,0 0,025

CoCl,.6H,0 0,025 | Cac chdt khac

KI 0,83 Glycine 2

Mot trong nhitng nhan t6 quan trong anh huéng dén viéc san xuét cac
chat thtr cAp tir t& bao thyc vat 1a sy phan héa hinh thai. Nhiéu chét thir cip
dugc san xuat trong sudt qua trinh phan héa té bao. Vi thé, ching thudng
dugc tim thay trong cic mo ¢6 tinh dic trung cao nhu 1a ré, 14 va hoa. Do sy
phan hoa hinh thai va sy truong thanh khong xuat hién trong nudi cay té
bao, nén cac chat thir cip co khuynh hudng ngung tao thanh trong nudi cay
té bao thuc vat. Chi mot sb gidi han hé théng nudi céy té bao thuc vat 1a co
thé san xuat mot luong vira phai cac chit thir cap, cho du thuc vat ty nhién
ma tir d6 cac té bao duoc thu thap, 1a co thé san xuat chung.
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Tuy nhién, cac té bao khong phan héa trong nudi cdy dich huyén phu
thuong tao thanh mot khdi khoang vai trim té bao do tinh chat dinh nhét
clia bé mit té bao, tir su tiét ra ciia cac polysaccharide ciing nhu mat d cao
ctia t& bao (Hinh 7.6). Do gradient nong do va sy twong tac té bao, cac té
bao & giita khdi s& duoc tiép xiic véi moi truong, diéu d6 khac vai cac té
bao & bén ngoai. Do do, sy phan hoa s€ xuét hién t&i mot mic do nao dé
trong khdi dé cho phép tao thanh cac chét thir cap.

Hinh 7.6. Su két khdi trong
nudi céy té bao thuc vat.

Mot s6 két qua nghién ciru cho rang mét s6 nudi cdy dich huyén phu
c6 kha nang tong hop cac san pham dic biét c6 nong do cao hon so véi cdy
ma tir d6 chung bét ngudn. Ching han: Schulte va cs (1987) da thong béo sy
tao thanh cac anthraquinone trong cac nudi cy té bao (duoc tdi vu cac diéu
kién) da vuot trdi cac cay sinh truong trong diéu kién tu nhién (17/19 loai
khac nhau) thudc cac chi Asperula, Galium, Rubia va Sherardia. Hi¢u suét
anthraquinone cao nhat 13 trudng hop cta loai Galium verum (1,7 g/L) va
nong do cao nhat 1a ¢ loai Rubia fruticosa (20% trong luong kho).

D3 6 nhitng bang chimg rd rang cho thiy c6 mdi quan hé nguoc
(feedback) giira toc do sinh truéng va kha ning san xudt cac chat thir cap.
Khi tdc d6 sinh truéng cao, cac qué trinh so cdp cua té bao 1a phan chia té
bao va san xuét sinh khéi t& bao di dién ra manh mé. Nguoc lai, trong pha
tinh khi su sinh truong giam dén muc téi thiéu, thi lic nay hoat dong san
xuét va tich lily cac chat thir cip di ting lén.

Thanh phan méi trudng ciing ¢ anh hudng mot cach y nghia dén sb
lwong cac chit thir cip duoc san xuit. Yéu cdu co ban khi thiét ké cac cong
thirc moi truong dinh dudng 1a dam bao hoan thanh sy sinh trudng cua té
bao. Sau khi té bao dat dén mot quén lac nhét dinh, su thay ddi thanh phén
mdi trudng ciing c6 thé anh huong dén sy tich liy san pham. Ching han,
ngudi ta da cai thién san luong ca shikonin c6 ngudn gde tir nudi cdy dich
huyén phu té bao cua ciy Lithospermum erythrorhizon bang cach dung moi
truong san xuat dé thay cho méi trudng sinh trudng. Moi truong san xuat
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thudng chtra nhiéu sucrose hon nhung it cac thanh phan v6 co va vitamin
hon so v&1 moi truong sinh truong.

Tich liy san phém béng nuoi céy té bao thuc vat co thé duge kich
thich boi cac elicitor séng hodc khong sdng. Cac elicitor séng 1a cac hop
chat hodc cac chat c6 ngudn gdc tir vi sinh vat va cac elicitor khong song 1a
cac tac nhan gay stress nhu chiéu xa UV, sbc tham thau, hodc cac ion kim
loai ning. Cac elicitor sdng (biotic) thudng dugc san xuat bang cach nghién
d@)ng thé hé soi ndm va vo trung dich thu duoc. Anh hudng cua céc biotic
elicitor 1én su tich lily ctia cac cht thir cp tuy thudc vao dic trung va ndng
d6 cua elicitor, thoi gian tiép xtc elicitor, va giai doan sinh truéng cua té
bao thyc vat.

1. Céc chat thir cdp ding trong thiee phdm
1.1. C4c chat mau

- Anthocyanin

Cac anthocyanin la céc sdc td tiéu biéu co trong cac loai thuc vat hat
kin (angiosperms) va céc loai thuc vat c6 hoa (flowering plants) cua cac ho
Poaceae, Fabaceae, Rosaceae, Cruciferae, Vitaceae va Solanaceae tap trung
& cac bo phan khac nhau nhu: ré, 14, hoa va qua. Anthocyanin tach chiét tir
nho 12 ngudn tiém tang nhét trén thé gidi. Hién nay, nguoi ta ciing da tién
hanh nudi cdy té bao cua cac loai Vitis vinifera, Daucus carota va
Euphorbia millii & san xudt anthocyanin. Ky thuat nudi ciy té bao la
phuong tién 1y twong dé san xuat anthocyanin véi san lugng cao tir 10-20%
trong luong kho. San xuit anthocyanin néi chung dat cuc dai trong sudt pha
tinh. Stress thAm thau duoc tao ra do sucrose va cac tac nhan khac cho théy
c6 thé diéu hoa qué trinh san xuit anthocyanin trong nudi cay té bao V.
vinifera.

- Betalaine

Céc betalaine 1a cac sic td tiéu biéu co trong cac loai thuc vat hat kin
va cac loai thuc vat c6 hoa thudc cac ho Chenopodiaceae, Amaranthaceae
va Phytolacaceae. Mot s6 loai nim an thugc bo Agaricinales ciing san xuat
betalaine. Nudi ciy té bao thuc vat da chimg minh duoc kha ning san xuat
betalaine. Gidng nhu nhiéu chat thir cap khéc, betalaine trong nudi cay té
bao thuc vat dat néng dd cuc dai trong pha tinh cua sinh trudng té bao. Tuy
nhién, nudi cdy té bao dich huyén phi cta Phytolacca americana lai cho
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thiy betalaine dat nong do cao nhét ¢ pha sinh truong ham mii (pha log). Té
bao cdy Chenopodium rubrum nudi cdy 15 ngay tudi co thé san xuit duoc
35-45 mg betalaine/L mai truong. Nudi cdy té bao va nudi ciy ré to clia cy
Beta vulgaris ciing dugc tién hanh dé san xuat betalaine.

- Crocin va crocetin

Crocus sativus (cdy nghé tay) 13 ngudn cung cip crocin chu yéu, mot
loai sac t6 mau do twoi duge tim thdy trong dau nhuy ctia n6. Pau nhuy cay
nghé tay (saffron) ciing san xut cic crocetin. Crocin 1a mot digentiobiocide
ester cua crocetin. Day 1a loai nguyén li€u c6 gié tri cao, do thuc té cay nghé
tay chi co thé sinh truong ¢ nhitng vung dia Iy dic biét trén thé giéi va doi
hoi nhidu nhan c6ng khi thu hoach. Mudn thu hoach 1 kg dau nhuy nghé tay
(mot loai gia vi co gia tri) can phai c6 khoang 150.000 hoa. Hién nay, ngudi
ta dd phat trién cac phuong phap nudi cdy té bao ciia dau nhuy cdy nghé tay
trong diéu kién in vitro dé san xuit cac gbc co ban cua saffron. M6 nudi cdy
trong truong hop nay dugc cam Gmg dé san xuat cac callus c6 mau chira
crocin va cac crocetin va ciling 1a safrana (gbc co ban ctia chat mau) cua
saffron.

- Capsaicin va cac capsaicinoid

Capsaicin 1a gbc cay chu yéu ciia 6t, cac capsaicinoid chiu trach
nhiém cho vi cay la dihydrocapsaicin, nordihydrocapsaicin, homocapsaicin
va homodihydrocapsaicin. Capsaicinoid dugc st dung trong cong nghiép
thuc pham nhu mot phu gia. Ngoai ra, nguoi ta con sir dung capsaicin tinh
khiét dé bao ché dugc pham diéu tri chimg viém khép va lam thude giam
dau. Capsaicin c6 thé duoc san xuit bang nudi cay bat dong t& bao cua
Capsicum firutescens. Céac té bao Capsicum bat dong s& san xudt capsaicin
cao gip vai lan so vdi té bao dich huyén phu ty do. M6 gi noan (placenta)
ctia Capsicum dugc bat dong s& san xuat lugng capsaicin cao hon cac té bao
bét dong.

1.2. Céc chat mui

- Vanilla

bay 1a nguyén liéu tao mﬁi’phé bién va duoc sir dl,}ng r(:)ng rai nhét.
Vanilla tg nhién 1a thi truong rat hoa her~1 cho san xuat chat mui bang
phuong phap cong nghé sinh hoc. N6 1a hon hop phuc tap cua cac thanh
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phan chat mui chiét ra tir hat cua Vanilla planifolia. Day 1a hoa chat mui phd
bién va duoc st dung rong rai cho nhiéu loai thuc phém. Khoang 12.000 tAn
vanilla duoc tiéu thy hdng ndm, nhung trong d6 chi khoang 20 tin dugc tach
chiét tir hat, phan con lai duogc san xuat bang phuong phap tong hop hoa
hoc, thuong 1a tr cac san pham hoa dau nhu guaiacol va mot doi khi tu
lignin, mot san pham cua bot gidy. San xuat cac hop chat mui vanilla bang
phuong phap nudi ciy té bao cay V. planifolia da duoc chimg mlnh thanh
cong. Nudi cdy té bao cdy V. planifolia duoc khoi dau bang nudi ciy cac co
quan khac nhau cua cdy nhu 14 hodc doan than bing cach dung céc t6 hop
chat kich thich sinh truéng khac nhau. Thong thudng, kinetin dugc dung dé
khéi dong sy tong hop vanillic acid trong nudi cay dich huyén phu cua V.
planifolia. San xuit vanilla duoc cai thién bang cach bo sung thém than hoat
tinh vao méi truong nudi cdy. San luong vanilla trong nudi ciy té bao
thuong 14 2,2%. Mot s cai tién diéu kién nudi cdy da lam giam thoi gian
nudi cay té bao tir 160 gid con 50 gid va san lwong vanilla ting tir 100 mg/L
lén dén hon 1.000 mg/L, tuong duong 8% ham luwong vanilla trén trong
lugng kho.

- Garlic va onion

Céc chat mui garlic va onion ciing dugc san xuét trong nudi cdy té
bao. Cac chdt mui nay phat trién tir cac tién chit (precusor) ngoai sinh trong
qua trinh xir 1y sau thu hoach. Nudi cay té bao cay toi (Allium sativum)
khong phan hoa (hoac cac callus phan hoa c6 mau xanh luc) da thu duoc
mot sb loai tién chdt amino acid (methyl, propyl, allyl va cysteine
sulphoxides) va hai loai hop chét ninhydrin-positive khong xac dinh. Chat
mui tong sd thu dugc trong callus hinh ciu mau tring (globular white callus)
va callus mau xanh lyc phan hoa cham (semidifferentiated green callus)
tuong Gng 14 4% va 13% so véi cy trong trong tu nhién. K¥ thuat nudi cy
té bao thyuc vat ciia cdy hanh (4/lium cepa) dé san xuét cac chat mui onion
cling dd duogc phat trién. Prince (1991) d3 chimg minh su ting 1én cua cac
hop chit mui onion trong nudi cdy ré. Thong qua viéc bd sung cac amino
acid nhu cysteine, methionine va glutathione, néng dé cudi cung cua san
pham c6 thé tang 1én rat lon.

1.3. Céc chét ngot
- Stevioside

Stevioside ty nhién ngot hon sucrose khoang 300 lan. Dich chiét tir
cay hoan chinh chtra khoang 41% stevioside. Cac kiém nghiém vé doc chat
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hoc cho thiy ring stevioside hoan toan an toan cho ngudi dung. Hon nira,
cac nghién ctru nha khoa goi ¥ ring cac san phdm nay c6 thé we ché thyc su
sinh trudng ctia cac vi sinh vat ving miéng. San xuét stevioside trong nudi
cay callus cua Stevia rebaudiana di dwoc nghién ctru chi tiét. Nhimng nuéi
ciy choi tao ré di cho vi ngot, chimg minh ring ca hai: ré va 14 can thiét cho
su tong hop stevioside.

2. Cdc chdt thir cap ding trong digc pham
2.1. Céc alkaloid

Ngudi ta c6 thé thu dugc cac chat nhu caffein tir nudi cdy té bao ciy
Coffea arabica, betalain trong callus ci cai duong, berberin tir té bao cay
Coptis japonica (lodi cdy nay phai trong tir 4-6 nam méi thu duge ham
luong dang ké berberin trong ré, trong khi ham luong nay c6 thé thu dugc
sau 4 tuan bang phuong phap nuéi cay té bao)... Nhimng chat nay duoc sir
dung rong rai trong cong nghi¢p huong li¢u va trong y hoc.

Chét reserpine c6 tac dung chita bénh cao huyét ap va cic bénh rdi
loan tuan hoan ciing duoc san xuét bang phuong phap nudi cdy té bao cay
Rauwolfia serpentina. Nudi cdy té bao cta ciy nay trong 30 ngdy trong hé
1én men quy mé 16n co thé san xuit duge 3.500 kg reserpine, twong dwong
v6i lugng hang nam cua ca thé gidi thu duge tir ré cay do.

Céc nha nghién ctru thude t6 hop duoc pham Gibageigy (Based, Thuy
S7) da san xuat dugc loai alkaloid 14 scopolamine tir t& bao cay Hyoscyanus
aegypticus nudi cay trong hé 1én men khong c6 canh khudy. Bang cach chon
loc cac dong té bao cao san nho k¥ thuat dot bién té bao tran, bién di don
dong (monoclonal variation) va k¥ thudt gen, nguoi ta da tang duoc san
luong scopolamine 1én gép hang ngan lan.

Nhiéu nghién ctru cho thdy nudi cdy callus va t& bao cua cdy
Catharanthus roseus ¢ ham lugng serpentin ngang vdi cay duoc liéu binh
thuong. Mot sb nghién ctu d3 phan 1ap dugc cac dong té& bao
Cantharanthus san xuat serpentin va ajmalacine tir nudi cdy in vitro. Bang
loai mdi trudng san xuét dic biét nguoi ta da dua dugc san lugng alkaloid
ctia hai dong té bao t6t nhat 1én mot mic cao hon nita, trong d6 mot dong
tao dugc 162 mg/L serpentin, con dong kia tao dugc 72 mg/L serpentin
cung voi 264 mg/L ajmalacine. M6i day, nguoi ta da hoan thi¢n dugc cong
nghé nudi cdy té bao cia cay C. roseus dé san xuét viblastine va vincristine
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1a hai chat chéng ung thu rat manh, hién dang c6 nhu cau rat cao vi chiing
duoc sir dung dé chira ung thu mau.

Sikuli va cong su (1997) sau khi gdy nhiém cdy Datura stramonium
v6i Agrobacterium rhizogenes da nhan thiy ham luong hyoscyamine & ré
dat cuc dai sau 6 tudn nuéi ca‘iy <100 mg/L.

2.2. Cac steroid

Trong linh vuc steroid va chuyén hoa steroid, cac dong té bao c6 ning
suét cao da duoc Kaul va cs dé cap dén tr nam 1969. Ho d3 nudi céy thanh
cong t& bao ciia cdy Dioscorea deltoidea dé san xuét diosgenin, 1a nguyén
liéu tho chu yéu dé san xuit cac steroid chéng thu thai va cac hormone
tuyén thuong than.

Qua trinh chuyén héa cac hop chit glycoside tim (cardiac) bang nudi
ciy té bao cua cay Digitalis lanata ciing d3 duoc nghién ctru. Nguoi ta nhan
thdy, mic du cac té bao Digitalis ngimg san xuat glycoside tim nhung ching
van c6 kha ning hydroxyd hoa digitoxin & nguyén tir C, dé tao ra digoxin.
Digoxin 1a mot hop chit c6 y nghia y hoc 16n hon digitoxin. Qué trinh
hydroxyd hoa xay ra trong nudi ciy té bao rat nhanh va rat hiéu qua khi dua
vao mdi trudng nudi cdy chat B-methyl-digitoxin. Sau 12 ngdy, ngudi ta da
thu dugc 4 g B-methyl-digitoxin trong mét binh nudi dung tich 20 L.

2.3. Mot so chat khéc

Thi du dién hinh nhét 14 cong nghé san xuét shikonin, mét loai sic t6
d6 c6 kha niang diét khudn, c6 trong 1& cua cay Lithospermum erythrorhizon.
Binh thuong shikonin tich lity khong nhiéu trong ré. Tuy nhién, cdc nha
khoa hoc Nhat di tao dugc dong té bao ré ciy Lithospermum c6 kha ning
tich lity dén 15% shikonin va dd hoan chinh céng nghé nudi cy té bao san
xuat shikonin. Cong nghé nay cho phép trong mot chu ky nudi cay thu
hoach t6i 5 kg hoat chat va giup giam rat nhiéu gia thanh cua shikonin.

Ham luong tuong ddi cao cua ubiquinone-10 duoc tim thiy trong té
bao thudc 14 nudi cdy in vitro va cua L-dopa trong mdi trudng nudi cay té
bao Mucuma pruriens. Nudi cdy té bao clia cdy Panax pseudoginseng di
cho ham luong saponin kha cao. Nudi cdy té bao cua cdy Glycyrrhiza
glabra da thu dugc ham luong glycyrrhizin tir 3-4% trong lugng kho.
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Ham luong chat thir cdp cao nhat dugc tim thay trong nudi cdy té bao
ctia cdy Coleus blumei d6 1a chat rosmarinic acid chiém 13-15% trong luong
kho trong chu ky nudi 13 ngdy, 16n gip 5 lan so v6i ham luong trong cay
trong & didu kién ty nhién. Trong nhitng nim 1980, nguoi ta cling da san
xuét rit c6 hiéu qua ginsengoside 1a hoat chét chu yéu ctia nhan sam Panax
ginseng. Céc anthraquinone 1 mot nhom cac san pham ty nhién quan trong
¢4 & vi khuan, ndm, dia y va thuc vat bac cao co6 cac hoat tinh sinh hoc nhu:
khang khuan, khang ndm, giam huyét ap, giam dau, chdng sbt rét, chong
oxy hoa, khang bénh bach cau va cac chirc niang dot bién. O thyc vat bac
cao, chung da dugc tim théy & rat nhiéu ho thuc vét khac nhau, chéng han
Rubiaceae, Rhamnaceae, Polygonaceae, Leguminosae... Nudi cdy té bao céac
loai cia ho Rubiaceae da cho phép thu dugc mot lugng 16n anthraquinone
tham chi trong mot s truong hop di vuot qua ham lugng anthraquinone &
cay bd me.

Cong ty Escagenetics (California, My) dd thanh cong trong san xuat
taxol bang nudi cay ré to (hairy-root). Taxol 1a chét tach chiét tir vo va 1a
kim cua cay thay tung (Taxus brerifolia) dang dugc st dung hi€u qua trong
diéu tri nhidu loai ung thu. Viéc cung cép taxol gip kho khin vi ban than
cdy thiy ting khan hiém va ham lugng taxol trong chung rat thép.
Escagenetics da c6 thé san xut taxol véi néng do cao hon néng do tu nhién
thiy trong vo va 14 cdy thuy tung.

VI. San xuit cac protein tai t6 hop

Nuoi céy té bao thuc vat da duoc s dung dé san xuét céac san phém
ty nhién cach day hon 20 nam va gin day hon ching dugc dung dé san
Xuat cac protein tai to hop. Protein tai to hop (protein ngoai lai) 1a protein
tu nhién duogc stra doi bang cong nghé gen nhim nang cao hodc thay dbi
hoat tinh ctia chung. Tuong tu nhu cac té bao vi sinh vat, cac té bao thuc
vat rat thich hop cho cac nguyén liéu tai to hop do ching cé thé sinh
truong trén moi truong tuong ddi don gian khong can bd sung protein,
nhung do ching 13 cac sinh vét eukaryote bac cao nén c6 thé tién hanh cac
bién d6i hau dich ma nhu trong té bao cua ngudi. Néu protein ngoai lai
dugc san xuét trong nudi cdy té bao va dugc tiét ra trong moi truong,
nhiéu hon phﬁn dugc tich liy trong té bao, thi viéc thu hoi va tinh sach san
pham c6 thé duogc tién hanh ma khong c6 nhiéu protein nhidm ban. Céc
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protein c6 ngudn gbc thuc vét an toan cho ngudi hon cac protein c6 ngudn
géc tr té bao dong vat boi vi cac chit nhiém bén va virus thuc vat khong
phai 13 tdc nhan gay bénh & ngudi. Ngoai ra, nudi cy té bao thyc vat ciing
12 mot cong cu thue nghiém thuan loi cho viée khao sat sy san xudt protein
ngoai lai trong cdy hoan chinh (whole plants) (Bang 7.3).

Thuc vat chuyén gen hién nay dugc xem la hé thong san xuét rat
kinh té cho viéc san xuét cic protein ngoai lai nhu khang thé, enzyme va
hormone. San xuit thuong mai mot sb protein cua vi khuan va dong vat da
duoc tién hanh bang thuc vat. Yéu té quan trong anh huéng dén hiéu qua
kinh té cta san xuét protein dya trén co s¢ thuc vat 1a hiéu suét cia protein
ngoai lai hodc néng do cua san phém duogc tich lily trong sinh khdi. Theo
d6, ngudi ta da cha ¥ cai thién su biéu hién gen ngoai lai trong cay chuyén
gen thong qua viéc phét trién cac promoter tt hon, chon loc cac dong
chuyén gen 6n dinh, va trc ché gen im ling (silence gene). Tuy nhién, mot
yéu td quan trong 1a sy dirt gy protein ngoai lai da lam giam nong do cua
san phdm chtrc ning trong mé thuc vét sau khi cac phan tr dugc tong hop
va lap rap. Su dut gdy protein ngoai lai d3 1am ban san pham vdi cac doan
protein mét hoat tinh, va ngudi ta ciing gip kho khin khi loai bo cac
protein dut gy nay trong cac hoat dong thu hoi protein chirc ning & san
xuat quy mo 16n. Tim hiéu chi tiét vé vi tri va co ché cua sy dut giy o noi
va ngoai bao 14 rat can thiét dé co thé phat trién phwong phép sao cho giam
thiéu dugc su ton that protein ¢ hau sau dich ma.

1. GM-CSF nguoi

GM-CSF nguoi (human granulocyte macrophage-colony stimulate
factor), 1a mot trong bdn glycoprotein dac biét kich thich qur:in lac dai thuc
bao cua té bao bach cau hat td tién san sinh ra cac bach cau hat, dai thuc
khudn va hai loai t& bao mau tring quan trong. GM-CSF ngudi dugc tng
dung 1am sang trong diéu tri bénh giam bach ciu trung tinh (neutropenia)
va bénh thiéu mau khong tai tao (aplastic anemia). St dung GM-CSF
nguoi trong cdy ghép tuy xuwong di giam thiéu dang ké nguy co nhiém
trung do chung kich thich ting tong sd bach cau trung tinh. GM-CSF
ngudi da duoc biéu hién trong nhiéu co thé vat chu khac nhau nhu: E. coli,
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nam men, A. niger, t€ bao dong vat cé vu va té bao thuc vat, va hién nay
duoc san xuat dé dung trong 1am sang.

Bang 7.3. Mot sb protein tai to hop duoc san xuat bang nudi ciy té bao thuc vat.

Protein dugc biéu hién Loai thuc vat

Nhan t6 sinh truéng biéu mé ngudi Nicotiana tabacum
Hormone sinh truéng & ngudi N. tabacum
Albumin huyét thanh ngudi N. tabacum, Solanum tuberosum
Nhén t4 sinh truong & ca hdi N. tabacum

a-interferon nguoi Oryza sativa

Hirudin (chéng dong mau) N. tabacum
Erythropoietin nguoi N. tabacum

a and  haemoglobin nguoi N. tabacum

Human muscarinic cholinergic receptors N. tabacum

GM-CSF chudt N. tabacum
Interleukin-2 va Interleukin-4 ngudi N. tabacum

Alkaline phosphatase nhau thai nguoi N. tabacum

o] -antitrypsin nguoi O. sativa

HBsAg N. tabacum, Glycine max

GM-CSF nguoi N. tabacum, O. sativa,

Lycopersicum esculentum

Khang thé don dong (Mab) chéng HBsAg | N. tabacum

Poan khang thé biscFv
1gGopy kich thude hoan chinh
Chudi ning y don dong ctia chudt

Bryodin 1

Lysozyme nguoi 0. sativa

Mab chudi ning N. tabacum

1gGopy chudt N. tabacum

Poan khang thé scFv N. tabacum, O. sativa

N. tabacum
N. tabacum

N. tabacum

N. tabacum
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2. Khéng thé IgG1 ciia chugt

Di duoc san xuat bang cach nudi cdy ré to va té bao dich huyén phu
ctia cay thudc 1a (Nicotiana tabacum) chuyén gen. Dé thuc hién lap rap
khang thé hoan chinh, tir 2 dén 4 doan khang thé nho da dugc tich lily trong
sinh khoi té bao. Cac nhan tb e ché protease, cac tac nhan on dinh protein,
cac nhan td e ché N-glycosylation va su tiét protein, cac tac nhan tai hoat
dong glycan (polysaccharide) va cac mau do &i luc di duoc sir dung dé
nghién ctru dac diém cua cac doan nay, khao sat cac vi tri ciia chung va co
ché hinh thanh. Tit ca cic phan tir khang thé di dugc tiét ra trong moi
truong nudi cay.

3. Interleukin

La thuat ngir chung cho cac cytokine dugc bach ciu san xuét
(lymphokine), trong d6 interleukin-2 13 mot cytokine quan trong nhat dbi
v6i sy phat trién va dap ang mién dich thich tng, dugc s dung dé diéu tri
mot $6 bénh viém nhiém virus va bénh ung thu.

Interleukin-2 (IL-2) va interleukin-4 (IL-4) ctia nguoi dugc san xuét
va tiét ra moi truong nudi cdy dich huyén phu té bao cdy N. tabacum di bién
dbi di truyén. Su tiét qua mang huyét twong va thanh té bao vao méi truong
duoc thuan lgi nho trinh ty leader ty nhién ctua cua dong vat co vu. Néng do
cia IL-2 va IL-4 trong mdi truong nudi cdy tuong ung la 0,10 va
0,18pg/mL, mic du nong d6 cua chung ¢ bén trong cac lymphokine 1a cao
hon (IL-2 khoang 0,8 pg/mL va IL-4 khoang 0,28 pg/mL).

Phan tich Western blot'® cho thiy IL-4 dugc tiét ra méi truong nudi
cay té bao thuc vat 1 hai chudi polypeptide nho véi trong lugng phan tir
khoang 18-20 kDa. Hoat tinh sinh hoc cua IL-2 dugc x4c dinh bdi sy sinh
san té bao cua dong té bio CTLL-2 cua chudt phu thugc IL-2 [CT.h4S]

' Western blot: ki thuat phan tich protein dwa trén nguyén 1y lién két khang
nguyén-khang thé dé phat hién protein dic hiéu c6 ban chat khang nguyén (thuong
dugc tham tich 1én mang nitrocellulose sau khi chay dién di SDS-PAGE, va ¢
dinh & d6). Sau khi protein trén mang lai gin v6i khang thé thir nhat dac hiéu va
tiép dén 1a khang thé tht hai c6 danh diu enzyme (alkaline phosphatase hoic
horse-radish peroxidase...) thi phitc hop nay s& duoc lién két véi co chit dé tao
mau. Sy hién dién cla protein ngoai lai (san phém dich ma cta gen ngoai lai dugc
chuyén vao té bao vat chu) s& dugc phat hién nho su xuat hién mau cua phan tng
lai.

Cong nghé té bao 119



https://nhathuocngocanh.com/

dugc chuyén nhiém 6n dinh bang receptor IL-4 ctia nguoi. Nhimng kham pha
nay cho théy réng nuoi céy dich huyén phu té bao thuc vat c6 thé duge sir
dung dé san xuét va tiét ra moi truong du loai cac protein dong vat co via co
hoat tinh sinh hoc dung trong chan doan va diéu tri.

VII. Chon dong té bao bién di soma

Nguoi ta c6 thé tién hanh xtr Iy va chon loc té bao thuc vat & ba mirc
d6 céu trac chinh: callus, t& bao don (single cell) va té bao tran.

Trong pham vi cong nghé (nudi cdy) té bao thyc vat, nguoi ta thuong
tap trung cac nghién ciru cho muc dich chon dong té bao san xuét du thira
(over production) cac loai san pham chil yéu 1 cic amino acid va cac hop
chét tu nhién'".

Nhin chung, hién tugng bién di di truyén xuit hién & cac té bao khong
phén hoa (undifferentiation), cac protoplast phan lap, cac callus va cac mod
nudi cay in vitro. Nudi cdy té bao thuc vat ¢ kha ning tao bién di di truyén
tuong d6i nhanh va khong can phai ing dung cac k¥ thuat phirc tap khac.

Céac bién di chon loc duge trong nudi céy in vitro c6 nhiéu cach goi
khac nhau nhu: dong callus (calliclones-tir nudi cay callus) hodc dong
protoplast (protoclones-tir nudi cdy protoplast)... Tuy nhién, thut ngit bién
di dong soma (somaclonal variation) duoc str dung pho bién nhat, hodc bién
di dong giao tir (gameclonal variation) dé chi cac dong bi bién di di truyén
phat trién tr cac té bao giao tir hoac thé giao ti. Su da dang cua bién di &
cac dong soma lam ndi bat mot thuc té ré“mg bién di dong soma la mot cong
cu rat hiru hiéu cho viéc cai thién céc dic diém di truyén cua té bao.

VIII. Dung hop protoplast hay lai vo tinh té bao thue vat
bdc trung cua té bao thuc vat 1a c6 thanh cellulose bao quanh, sau d6
dén mang nguyén sinh. Thanh cellulose giir cho t& bao thuc vat c¢6 hinh

" Trong cong tac gidng cdy trong, chon dong té bao bién di soma cé thé khai quat
0 mot sO trng dung sau:

- Chon dong té bao chéng chiu céac diéu kién bat loi cua ngoai canh, vi dy: chéng
chiu nong, lanh, phén, mén, kho-han...

- Chon dong té bao khang cac doc td: doc to do ndm bénh tiét ra, cac loai khang
sinh...

Céc dong té bao mang cac dac tinh mong mubn sau khi chon loc duoc s& duoc tai
sinh thanh co thé thyc vat hoan chinh d€ phat trién nguon cdy giong mdi, thich hgp
cho cac di€u kién san xuat nong nghiép cu the.
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dang nhét dinh, con cac hop chét pectin nam trong thanh c¢6 nhiém vu lién
két gin cac té bao v6i nhau thanh mo. Mang nguyén sinh cho phép
protoplast (t& bao di duoc pha bo thanh cellulose va chi con lai mang sinh
chat) c6 thé hip thu vao té bao cac dai phan tir (nucleic acid, protein) tham
chi ca cac co quan tr nhu luc lap, ty thé, nhan bao theo co ché cua amip.
Néu dé cac protoplast canh nhau, chung c6 thé dé hoa 1am mét, d6 1a hién
tuong dung hop (protoplast fusion) hay con goi 1a lai v tinh té bao (cell
somatic hybridization). Ky thudt dung hop protoplast cho phép mé rong
ngudn gen cua cac loai thuc vat, tao ra cic dong té bao san xuit méi'> mang
cac dac tinh di tmyén wu viét cta ca bd va me.

Mot s6 ki thuat dung hop protoplast nhu:

- Dung hop bang hoéa chit. Phuong phap ndy dung NaNO; hoic
polyethylene glycol (PEG) dé kich thich dung hop cua hai protoplast.

- Dung hop bang dién (electrofusion). Phuong phap nay don gian hon,
nhanh hon va hiéu qua hon dung hop bang hoa chét. Piéu quan trong hon ca
la dung hop bang dién khong giy doc cho té bao nhu thudng thdy & cac
protoplast hodc cac thé di nhan duogc xir Iy bang PEG. Ciing theo hudng nay
va gan ddy di duoc chimg minh, nguoi ta d3 dung cac xung dién (electric
pulses) dé dua truc tiép DNA ngoai lai vao trong té bao thuc vat. Trong
dung hop bang dién, dau tién cac protoplast dugc dua vao trong ngin dung
hop nho c6 hai day kim loai song song v&i nhau dong vai tro 1a cac dién
cuc. Tiép d6, sir dung dién ap (voltage) thap va truong AC dao dong nhanh
(rapidly oscillating AC field) dé kich thich cac protoplast sip thanh ting
chudi té bao (chudi ngoc trai-pearl chains) gitta cac dién cuc. Phuong thiic
nay cho phép céc té bao tiép xtic hoan toan véi nhau trong mét vai phut. Sau
khi céc té bao xép hang hoan chinh, qué trinh dung hop duoc thuc hién theo
ting dot ngan cua xung DC dién ap cao (high-voltage DC pulses). Xung DC
dién 4p cao tao ra sy phd v thuan nghich ciia mang nguyén sinh chat
(plasma membrane) & vi tri tiép xuc cua cac té bao, tao ra sy dung hop va tai
t6 chirc lai mang mot cach hop 1y. Mot qua trinh hoan chinh bat dau tir lac
dua cac protoplast vao bén trong ngan va chuyén chung 1én méi trudong nudi
céy, c6 thé dugce thuc hién trong nam phut hoac it hon.

12 = r s A A A 8] - A ~ 9N
Hodc céc giong cay trong mai cho san xuat ndng nghiép.
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Chuong 8
Coéng nghé DNA tai té hop

Céng cu chinh trong cong ngh¢ sinh hoc hién dai 1a cong nghé¢ DNA
tai tb hop' hay con goi 1a ky thuat di truyen Cong nghe nay cho phép thao
tac tryc tiép trén cac nguyén liéu di truyén cia cac té bao rleng biét. Bing
cach dua cac thong tin di truyén ngoai lai vao trong cac co thé vi sinh vat,
cac té bao dong vat va thuc vat sinh trudng nhanh, chiing ta c6 thé san xuét
ra cac san phim cta gen ngoai lai (cac protein) voi cac toc dd va hiéu suit
cao hon ma thuong khong thé thuc hién & cac hé thong té bao khéc.

Chuong nay trinh bay nhitng nét chinh cua céc nguyén ly co ban trong
ky thuat di truyén va cac vin dé lién quan dén nudi ciy té bao di duoc
chuyén gen ngoai lai.

I. DNA va RNA

Deoxyribonucleotide acid (DNA) 1a phan tir quan trong nhat trong cac
té bao sébng va chira tit ca thong tin dic trung cta t& bao. DNA va
ribonucleotide acid (RNA) 1a cac dai phan ti* polymer mach thing duogc
xay dung trén cac tiéu don vi riéng r€ 1a cac nucleotides. Mot don vi
monomer (nucleotide) ¢ ba thanh phan sau (Hinh 8.1):

- Puong nam carbon mach vong (pentose): deoxyribose cho DNA va
ribose cho RNA.

- Mot nitrogen base ctia dan xuat hodc purine hodc pyrimidine lién két
ddng hoa tri véi nguyén tir carbon thir nhit ciia duong bang lién két két N-
glycoside (Hinh 8.1).

+ Purine: adenine (A), guanine (G).

+ Pyrimidine: cytosine (C), thymine (T) cho DNA va uracil (U) chi
cho RNA.

- Mot gbe phosphate gin vao carbon vi tri thir 5 cua duong bang lién
két phosphoester.

' Xem chuong 1 gidi thiéu chung vé cong nghé sinh hoc.
> Pai phan tir (macromolecular): 1a mot polymer dugc tao thanh tir hon 100
monomers.
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Phosphoric acid
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HO—p—0 —CH, _o
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deoxyribose
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HO —ﬁ—o—cH2
O
—— RNA

OH

ribose
Hinh 8.1. CAu trtic cia nucleotide.

Céc nucleotide cua DNA dugc goi 1a deoxyribonucleotide, vi chung
chtra duong deoxyribose, trong khi d6 nucleotide cia RNA dugc goi la
ribonucleotide vi chung chira duong ribose. Mbi nucleotide chita mot ving
dac trung va mot vung khong dac trung. Cac nhém duong va phosphate 1a
phan khong dic trung cia nucleotide, trong khi cic base purine va
pyrimidine tao nén phan dic trung cta nucleotide.

Mot nucleotide nay s& duoc két hop véi cac nucleotide khac bang mot
lién két hoa hoc giira cac nguyén tir trong cac ving khong dic trung tao ra
cac polynucleotide (Hinh 8.2). Su lién két (dwoc goi 1a cac lién két
phosphodiester) xay ra gitta m0t nhém phosphate va mot nhém OH trén
thanh phan dudng.

Diém dic trung nhat ciia DNA 14 né thuong bao gdm hai soi bd sung
xodn gan nhu song song xung quanh mdt truc chung tao thanh mot xodn kép
(double helix) twong ty nhu mot cau thang xodn dc (Hinh 8.3). Mdi soi 1a
mdt polynucleotide. Puong kinh ctia xoan (chiéu ngang bac thang) khoang
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. 2 X\ L1 O A o qn e
20 A, Chiéu cao ciia moi vong xoan la 34 A, gom 10 bac thang nghia 1a moi
vong xodn c6 10 nucleotide trén moi sgi.

dau 5

Hinh 8.2. Mot phin ciia DNA.

Hai soi dugc két hop bang lién két hydrogen gitra céc cip base purine
voi pyrimidine3. Adenine (purine) luon ludn bit cip v6i thymine
(pyrimidine), va guanine (purine) véi cytosine (pyrimidine). Két qua phan
tich hoa hoc vé nong d6 phan tir ciia céc base trong DNA di cho thdy ring
luong adenine ludn bang thymine va luong guanine luén ludn bang
cytosine. Su bét cip base ndy dic trung dén ndi adenine chi lién két voi
thymine va guanine chi lién két voi cytosine, nhdr d6 di tao ra mot kha ning
6n dinh cao bai lién két hydrogen giita cac base bd sung.

Hon nita, ddc trung ciia sy bat cip base nay cho phép truyén thong tin
di truyén tir thé hé nay sang thé hé khac. Khi sy nhan doi t& bao xuat hién,
X08n kép cuia DNA thdo ra, va hai sgi DNA mdéi dugce tao thanh bd sung cho

3 Mot lién két hydrogen giita hai soi 1a mot luc hat yéu giita mot nguyén tir
hydrogen duoc lién két dong hoa tri (H-N) va mot nguyén tir ketonic oxygen dién
tich am (C=0).
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hai soi goc. Nhu vay, mdi té bao méi chira mét soi DNA gbc va mot soi
DNA méi dugc tong hop trong xoan kép cua no.
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Hinh 8.3. M6 hinh xoén kép cua phan tir DNA.

Trinh tu cta cac base (A, G, T va C) trong mdt sgi DNA dac trung
cho mét trinh ty ctia cac amino acid s& duoc lap rap dé tao thanh mot phan
tir protein. Ma di truyén 1a tdp hop cac trinh tu base twong tng cho mdi
amino acid (codon). Vi chi c6 4 base trong DNA va 20 amino acid trong
protein, cho nén mdi codon phai chira it nhit 3 base’. Hai base khong thé
lam thanh mot codon bai vi chi ¢6 4% cip hop 1y cia 4 base. Nhung 3 base
thi c6 thé boi vi s& co 4° = 64 b ba hop 1y. Vi sé lugng bd ba hop 1y 1on
hon 20, cho nén mot vai codon chi dinh cung mdt amino acid. Trong mét
nghia khac, ma di truyén la rat phuc tap, vi du: UCU, UCC, UCA, UCG,
AGU va AGC déu cing ma héa cho serine (Bang 8.1).

* Hai muoi amino acid duoc tim thiy trong cic phan tir protein la: Alanine (Ala),
Arginine (Arg), Asparagine (Asn), Aspartic acid (Asp), Cysteine (Cys), Glutamic
acid (Glu), Glutamine (Gln), Glycine (Gly), Histidine (His), Isoleucine (Ile),
Leucine (Leu), Lysine (Lys), Methionine (Met), Phenylalanine (Phe), Proline (Pro),
Serine (Ser), Threonine (Thr), Tryptophan (Trp), Tyrosine (Tyr) va Valine (Val).
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Bang 8.1. M di truyén chung.

Vi tri Vi tri thir hai Vi tri
thir nhat U C A G thir ba
U Phe Ser Tyr Cys U
U Phe Ser Tyr Cys C
U Leu Ser STOP  STOP A
U Leu Ser STOP Trp G
C Leu Pro His Arg U
C Leu Pro His Arg C
C Leu Pro Gln Arg A
C Leu Pro Gln Arg G
A Ile Thr Asn Ser U
A Ile Thr Asn Ser C
A Ile Thr Lys Arg A
A Met Thr Lys Arg G
G Val Ala Asp Gly U
G Val Ala Asp Gly C
G Val Ala Glu Gly A
G Val Ala Glu Gly G

I1. Tao dong gen

Tao dong mét gen 1a cong viée trung tim cua cong nghé DNA tai to
hop. Gen 13 don vi co s& cta thong tin di truyén nam trén nhidm sic thé cua
té bao. Cac nhiém sic thé 1a cac cau tric soi dai va manh nam & trong nhan,
bao gébm chu yéu 1a DNA. Thong tin di truyén duoc bao quan trong mot
chudi trinh tu cta cac base nucleotide, gdm c6 mot doan DNA. Mdi gen ghi
rd cAu trac ciia mot san pham gen dic biét, thuong 13 mot protein.

1. Cac trinh tyw DNA

Pé thao tac gen, can phai biét vé tit ca cac t6 chirc cua cac trinh ty
DNA va céc don vi chic nang cia DNA tuong tac voi cac cac don vi khac
trong tat ca cac don vi di truyén cua co thé (genome) 1a nhu thé nao. Viéc
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phat hién ra cic enzyme han ché (restriction endonucleases, RE) cua vi
khuan cit DNA ¢ nhitng trinh tu dic trung, d3 giup cho viéc thao tac d&
dang hon, vi nd ¢ thé giam chiéu dai ctia cac phan tir DNA thanh mot tap
hop bao gém cac doan ngan hon.

Céc enzyme han ché hién dién trong hau hét cac té bao vi khuan dé
ngin can DNA ngoai lai tiép quan bd may tong hop protein cua té bio.
DNA cua chinh ching s€ dugc bdo v¢ khdi tdc dung cia enzyme han ché,
nhd sy ¢6 mit ciia cac enzyme ndi bao ¢ thé methyl hoa (methylation) cac
nucleotide dic biét, vi thé cac nucleotide nay khong thé bi nhan biét boi cac
enzyme han ché.

Mbi enzyme han ché nhan biét va cit mot trinh ty DNA dic biét
thuong chira bon hodc sau cip nucleotide. Vi du enzyme EcoRI chiét tir E.
coli cét trinh ty GAATTC, enzyme Ball cua Brevibacterium albidum cat
trinh tt TGGCCA (Hinh 8.4). C6 hon 500 enzyme han ché khac nhau duoc
tinh sach tir khoang 250 vi sinh vét khac nhau. Cac enzyme han ché cit giy
cac phan tu DNA sgi doi theo hai cach khac nhau nhu trinh bay & hinh 8.4:

- Cit trén mot dudng thing dbi ximg dé tao ra cac phan tir dau bang.
- Cit trén nhing vi tri nam ddi ximg quanh mot duong thang d6i xtimg
dé tao ra nhitng phén tir dau so le (dau két dinh).

T GG CCA TG G CC A
ACCiGG T ATCTETETG T
T G G cC C A T GG CC A
A C C G G T ACC GG T

(a) (b)

Hinh 8.4. Hai kiéu cit ciia enzyme han ché.

(a) tao ra dau bang, va (b) tao ra dau so le

Vi mdt enzyme han ché nhan biét mot trinh tu duy nhét, cho nén sb vi
tri cit trén mot phan tr DNA dac biét thuong 1a nhd. Cac doan DNA dugc
cit boi enzyme han ché c6 thé duge phan tach theo kich thudc bang dién di
agarose gel dé nghién ctru. Do su twong ty cia to chirc phan tir trong tat ca
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cac co thé, cho nén DNA vi khuan, DNA thuc vat va DNA dong vat c6 vu
tuong hop nhau vé ciu trac. Vi thé, mot doan DNA tir mot dang séng nay c6
thé dé dang dugc pha tron védi DNA ctiia mot dang séng khac. Su tuong tu
nay ciing pht hop ddi véi plasmid, nhan t6 di truyén ngoai nhan dugc tim
thdy trong nhiéu loai vi khuin khac nhau. Chung 13 nhitng phan tir DNA
mach vong dong soi déi dugc dung lam vector mang cdc doan DNA ngoai
lai dung trong cong nghé DNA tai to hop.

2. Su két hop cua cdc phin tir DNA

Céac phuong thirc co ban cua cong nghé DNA tai to hop la: (1) Két
hop mdt doan DNA vao mét phan tt DNA (nhu la vector’) c6 thé tai ban, va
(2) Cung cdp mot moi trudng cho phép sao chép phan tir DNA da duoc két
hop.

Co ba loai vector phé bién duogc dung dé tao dong cac doan DNA
ngoai lai va tai ban (sao chép) trong E. coli. P6 1a plasmid, bacteriophage A
va cosmid. Tét ca nhimng vector nay phai c6 mot s6 tinh chat can thiét sau:

- C6 kha nang ty tai ban trong E. coli.

- Chtra céc gen chi thi chon loc dé dé dang phan biét va tinh sach
vector cua thé tai to hop voi cac dang khéc.

- C6 cac ving DNA khong can thiét cho sy sinh san trong vi khuén, vi
thé DNA ngoai lai c6 thé duoc dua vao trong cac ving nay.

- C6 thé bién nap vao té bao vat chit mot cach dé dang.

DNA plasmid c6 thé dugc phan 1ap tir nudi cdy vi khuan chira plasmid
bang cach b sung chit ty (nhur 1a sodium dodecyl sulfate®) va bang cach ly
tam sy sinh tan (lysate). Phic hop nhiém sic thé vi khuan, 16n hon plasmid
nhiéu, s& ling xudng day cta tube ly tdm, plasmid siéu xodn va cic doan
nhiém sic thé mach thang giir lai trong thé n6i. Plasmid siéu xodn mot lan
nita dugc phan tach bang ly tim sau khi xtr Iy véi CsCl va EtBr.

* Vector la phan tir DNA duoc sir dung dé dua DNA ngoai lai vao trong té bao vat
chu.

6 Chét tay lam bién ddi bé mat té bao dé giai phong cac thanh phan té bao ra moi
truong bén ngoai.
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Plasmid chtra cac gen ma hoa cho cac enzyme thuong cé 1gi cho vi
khuan vat cha. Cac plasmid mang cac kiéu hinh khac nhau nhu: khang
khang sinh, san xudt khang sinh, phan hiy cic hop chat hitu co phuc tap,
san xuét cac enzyme han ché va enzyme bién d6i (modification enzymes).

Céc plasmid c6 thé dugc chuyén vao trong vi khuan sau khi vi khuan
dugc xtr Iy sao cho té bao c6 thé tham qua nhat thoi cac phan tir DNA nho.
Qua trinh nay duoc biét nhu 13 su bién nap (transformation). Vi khuan duoc
bién nap thanh cong co thé duoc chon loc dua trén kiéu hinh m&i ma chung
nhan dugc tir plasmid, chang han kha ning khéng cac khang sinh.

Mot s6 plasmid hién dién trong té bao c6 s ban sao thép (mot hoac
mot vai ban sao trén té bao) do DNA plasmid chi sao chép mét hodc hai 1an
truée khi té bao phan chia. Tuy nhién, cac plasmid khac t6n tai mot sé ban
sao 1on hon (10 t&i 100 ban sao trén mot té bao) do DNA tai ban lap lai cho
dén khi dat dugc s ban sao thich hop. Cac plasmid cé sb ban sao 16n dugc
goi la plasmid tai ban dang 1éng 180 (relaxed plasmid), va day la mdt trong
nhing tinh chét hiru ich ciia vector tao dong.

Hinh 8.5 trinh bay mét trong cac vector plasmid dang long I€o,
pBR322 (thé hé thir hai), dai 4.363 bp, vector nay chira hai gen khang khang
sinh 12 Ampicillin (Amp) va Tetracycline (Tet). SO thir tu ciia cac nucleotide
trén vector duoc bat dau véi vi tri EcoRI duy nhét: T dau tién trong chudi
GAATTC dugc quy udc 14 nucleotide thir nhét. Cac sb thi ty sau d6 duoc
tiép tuc quanh phén tir vector theo hudng tir gen khang Tet téi gen khang
Amp.

Plasmid c6 thé duoc cit & mot sd thir tu nao do trong cac vi tri xac
dinh bé“mg enzyme han ché. Vi thé, cac doan duge tao ra co thé tao vong
béng cach két hop céc dau két dinh b6 trg. Hon nita, cac doan duoc tao ra
bo1 mot enzyme dac bi¢t hoat dong trén mot phan tr DNA s€ c6 cung dau
két dinh véi doan dugc tao ra boi cling mot enzyme hoat dong trén mot phan
tir DNA khac. Vi thé, cac doan tir hai phan tir DNA khac nhau tir hai co thé
khac nhau c6 thé két hop bang cac lién két hydrogen thuan nghich khi cac
doan nay duogc tron lai.

Néu su két hop duoc gén lai sau khi bit cap, thi cac doan dugc Kkét
hop ¢6 dinh bén viing, su két hop cua céc doan nay dugc thuc hién nho
enzyme ligase (con goi 1 polynucleotide ligase) lién két dong hoa tri cac
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phan tir tai t6 hop bang cach tao ra lién két phosphodiester giita dau 5’-POy
ctia mot polynucleotide voi dau 3°-OH cuia polynucleotide khéc.

EcoRI 4361 Clal 23

Hindill 29
Aatll 4286 EcoRV 185

Pvul 3735
Pstl 3609

Ppal 3435 Eagh 939

Nrut 972
BspMI 1063

Bsml 1353

Ball 1444

Afilll 2475 BspMIl 1664
Noel 2267 Pvull 2066
Tth1111 2219

Hinh 8.5. Plasmid vector pBR 322. Amp" va Tef: gen khang ampicillin va
tetracycline, ori: trinh ty khoi dau sao chép, va mot s6 vi tri nhan biét cho cac RE.

Hinh 8.6. trinh bay toan bo phuong thirc san xuat DNA tai t6 hop (tao
dong gen). Plasmid duoc cit & cac vi tri xac dinh bang enzyme han ché.
DNA cua mgt genome ngoai lai dugc ct cung mot loai enzyme, mdt )
doan trong d6 c6 thé co gen quan tim. Plasmid va cic doan cta genome
dugc phéi tron va két hop nhd enzyme ligase. Cac plasmid tai to hop duoc
bién nap vao vi khuan bang dong nudi cdy plasmid va vi khuén.

II1. Kha ning 6n dinh ctia cic vi sinh vat tai t6 hop

Khi céc vi sinh vat tai to hop duogc nudi cdy dé san xut protein tai to
hop, thi hiéu suat ciia san pham protein ¢ thé bi giam do sy ton that cua
plasmid trong co thé khi ching trai qua nhiéu lan sinh san trong qua trinh
sinh trudng cia vi sinh vat. Kha ning mat 6n dinh c6 thé do: (1) Sy phan
chia khiém khuyét ctia plasmid trong qua trinh phan chia cia té bao, hodc
(2) Mit kha ning 6n dinh céu tric tao ra cac dot bién ciia DNA plasmid.
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Dé 6n dinh sy phan chia cta plasmid, cac té bao can dugc sao chép
sao cho s luong trung binh cua céc ban sao plasmid trén mot té bao duogc
nhan gip d6i chi trong mot thé hé, va cac ban sao plasmid can duoc phan
phdi bang nhau t6i cac t& bao con khi phan chia té bao. Mot s6 két qua
nghién ctru cho thiy su khong 6n dinh cua plasmid dd duoc phat hién trong
cac hé théng co thé vat cha nhu: E. coli, Bacillus subtilis cling nhu nam

men.
RE
Cat DNA ngoai lai va RE RE Q
pIa_smld \_/gctor bang mot — Plasmid vector
loai RE gi6ng nhau \ /
Gan DNA

DNA dugc tao dong l

O Plasmid tai t& hop

l Bi€n nap

O

/N

Sao chép vi khuan

/\Sao chép vi khudn /\

Nubi cdy vi khudn chifa mét lugng 16n t& bao, sinh trudng qua dém
& 37°C s& san xuét khoang 10° t& bao/mL

T& bao vi khuan

Hinh 8.6. Phuong thirc co ban dé tao dong gen.

Mot bd phan cac té bao mang plasmid trong quan thé tong sb duoc
xem nhu 1a mot ham s6 luong céc thé hé sinh truong. Vi thé, khi thé tich cia
hé 1én men ting Ién thi s6 lugng cic thé hé sinh truong (generation of
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growth) ciing tang, nhung mot bo phan cic té bao mang plasmid va higu
suat san pham lai giam. Su khong 6n dinh cta plasmid sé& tiép tuc néu hé 1én
men quy mo 16n dugce hoat dong lién tuc.

1. Béng hoc lén men ciia cdc nudi cdy tdi té hop

Néu goi xac suat dé cac t& bao mang plasmid (X*) san sinh ra cac té
bao khong mang plasmid (X ™) sau mot lan phan chia 1a p. Khi dy véi N té
bao mang plasmid, sau mot 1an phan chia s& san sinh ra N(I-p) t& bao mang
plasmid va Np té bao khong mang plasmid.

Tong s6 té bao (X) s& 1a N(2-p). Trong subt thoi ky sinh trudng theo
ham mil, toc d6 sinh truong ciia cac té bao mang plasmid s& dugc biéu dién
nhu sau:

Cr (I-pu'C,. (8.1)
dt X

Trong d6: u*1a tbc do sinh truong didc trung cia cac té bao mang
plasmid, C ., la s6 luong cac té bao mang plasmid trén mot don vi thé tich.
Néu kl}éi lwong té bao twong ung xap xi Y(’)’i sO lugng té bao, thi phu(mg
trinh té¢ do sinh truong da cho cling c6 thé ap dung duge khi C, . la khoi
luong té bao trén mot don vi thé tich.

Mit khac, téc do sinh trudng cua cac té bao khong mang plasmid sé 1a:

dC

X

dt

=puC,. +uC,. (8.2)

Trong d6: 4~ 1a tdc do sinh trudng dic trung cua cac té bao khong cd
plasmid, va C s6 lugng cac té bao khong mang plasmid trén mot don vi
thé tich.

Néu chung ta chdp nhan rang x*va p 1a hang sb, thi tich phan cua

phuong trinh (8.1) s€ la:
Cy. =C,. eXP[(l - p)/ft] (8.3)

Trong do: C X; la nong do ban dau cua céc té bao mang plasmid.
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Trong trudng hop céc té bao khong mang plasmid, thay thé phuong
trinh (8.3) vao (8.2) ta dugc:

dc
dt

_ e 8.4
= pu'C, expl(l-pu't]+ uC, (8.4)

Giai phuong trinh vi phan tuyén tinh bic mot da cho, ta co:

pll'lJrC’Xar

N . . 8.5)
= |- putt]-expuofr € exp(uny €
Yo (-pu—u ‘ } o

Vi vy, cac phuong trinh (8.3) va (8.5) du bao su thay dbi theo thoi
giancua C . va C,  dé€duara cac gia tri cua p, VA .

Bo phan céc té bao mang plasmid trong quan thé tong sb (f) c6 thé
duoc dinh nghia nhu sau:

C. .
[ (8.6)

C,.+C,
Thay phuong trinh (8.3) va (8.5) vao phuong trinh (8.6) cho két qua:
CXJ exp[(l _p)/frtJ (87)

f:
e

X
(-pu* -u

. ol - pur e esptun ey exptun

.
Cy: exp[(l —p)ut

Day la phuong trinh chi ra sy thay doi cua b phéan cac té biao mang
plasmid theo thoi gian trong sudt thoi ky sinh trudng ham mii cia qua trinh
1én men mé. Piéu nay dugc quan tim dé xem £ giam nhu thé nao theo s6
luong thé hé.

Trong sudt thoi ky sinh truéng theo ham mii, s6 lwong thé hé (n) cta
cac té bao mang plasmid c6 thé dugc tinh toan tir mdi quan hé sau:

gt (8.8)
In2

Két’ hop cac phuong trinh (8.7) va (8.8) s& c6 két qua phuong trinh cia
f theo thé h¢ thur n nhu sau:

l-a-p

= l—c — p[zn(a+p—1)] (89)

Trong d6, a 14 ty 18 cua cac tbe do sinh trudong dic trung:
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a="_ (8.10)

Phuong trinh (8.9) c6 thé dugc dung dé du bao sy thay ddi cua f theo
s0 thé hé cho mot loat qua trinh 1én men mé, néu chung ta chap nhén rang
cac té bao nhan 1én theo ham mii trong khi nudi cdy timg mé mét. Hinh 8.7
cho thay anh hudng cta p va a 1én f3s (f ctia 25 thé hé), 1a thong sé bi giam
khi ting a va p. Khi p < 0,01 va a < 1, thi f55 gin bang 1, khi d6 céc té bao
mang plasmid rat 6n dinh. Tuy nhién, khi « tién t6i 2, f3s cling tré thanh 0.
Gia trj dic trung cua a giao dong tir 1 dén 2.

Hinh 8.7. Bo phan té
bao mang plasmid sau
25 thé hé (f5) nhu la
mot ham cda a va p.

fa5

2,0

Hinh 8.8 cho thiy sy thay d6i ctia f nhu 1a mot ham cua n va a. Gia tri
p duoc dit khong doi 1a 0,01. Gia tri clia £ giam nhanh khi 7 va a tang 1én.
Khi a bang 1,4 tit ca té bao mang plasmid d& mat plasmid ctia chiing sau
khoang 33 thé hé.

Hinh 8.8. B6 phan té bao
mang plasmid (f) theo sé
luong thé hé n (p < 0,01).
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2. Nudi cdy trong hé thong lén men thing khudy lién tuc (CSTF)

N6i chung, chiing ta can phai kiém tra kha nang 6n dinh ctia céc té bao
tai to hop trong hé thong 1én men thing khudy lién tuc. Can bang nguyén
lidu cho cac té bao mang plasmid chung quanh mot CSTF san xuat nhur sau:

dcC .
-DC_ +(1-pu'C,. = d;( (8.11)

Tuong tu, cin bang nguyén liéu cho cac té bao khong mang plasmid
da duoc dua ra nhu sau:
dcC

_DCX‘ +pu+CX+ +pﬂ_CX' = d;r (812)

Cong hai phuong trinh (8.11) va (8.12) s& dugc phuong trinh ndng do
tong so cua té bao:
d(C,. +C,)
- dt

(u'C,.+u C,)-D(C, +C, ) (8.13)

Néu CSTF duoc hoat dong sao cho ndng do tong sb cua té bao khong
do1 theo thoi gian, thi:
u(C,. +aC, )=D(C,. +C, ) (8.14)
Néu o= 1, thi phuong trinh (8.14) duoc don gian hoa thanh:
u =D (8.15)

Vi thé, tbc d6 sinh truéng dic trung cua té bao trong hé 1én men 13
khong dbi va dugc xac dinh bang tbc do pha lodng. Thay phuong trinh
(8.15) vao céac phuong trinh (8.11) va (8.12) ta dugc:

C = C X exp(—pDt) (8.16)
C, =C, +C,.[1-exp(~pDn)] (8.17)
Nhu vy, trong sudt qué trinh 1én men lién tuc, ndng do cua céac té bao

mang plasmid s& bi giam, trong khi d6 ndng d6 cac té bao khong mang
plasmid s€ tang lén.
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Néu a# 1, thi 4/ khong con 14 hang s6 dbi véi téc do pha lodng khong
ddi trong sudt su hoat dong & trang thai on dinh cta CSTF nita nhung van
phu thudc vao nong do té bao (C,.va C, _va a theo phuong trinh 8.14).
Két qua u" ciing thay do6i theo thoi gian. Bang cach giai dong thoi cac
phuong trinh (8.11), (8.12) va (8.14), ching ta c6 thé udc lugng C,. va
C,. s thay ddi theo thoi gian nhu thé ndo. Di€u nay co6 thé giup khao sat
xem bd phan té bao mang plasmid s& giam nhu thé nao theo thoi gian. Thay
phuong trinh (8.14) vao phuong trinh (8.11) va chiacho C . va C,_ taco:

X+

ar (1-p)Df
" Df+—a+(1—a)f (8.18)

Giai phuong trinh trén cho thiy gié tri /' thay d6i theo thoi gian. Gia tri
lac dau cua f dung dé giai phuong trinh (8.18) c6 thé thu dugc tir phuong
trinh (8.9).

Hinh 8.9 mé ta su thay ddi theo thoi gian ciia bd phén té bao mang
plasmid trong suét sy hoat dong & trang thai 6n dinh ctia CSTF. Bo phan té
bao mang plasmid bi giam theo thoi gian cing voi viée ting téc do pha
lodng 1én. Khi p va D du thip, va o gan t6i 1, thi CSTF c6 thé hoat dong
mot cach hi¢u qua trong mot thoi gian dai.

1,0 D=0,1
0,2

08

0,6 - p = 0,0001 0,3
f n=20

04 a=12

02 0.4

0,0 1 1 1 Il

0 20 40 60 80 100

t (gio)

Hinh 8.9. Anh hudng cia téc d6 pha lodng (D) 1én bd phan té bao mang plasmid
trong su hoat dong & trang thai on dinh cta CSTF. Gia tri ban du cua f dugc tinh
toan bang cach thira nhan sb lan sinh san can thiét cho budc tiép mau va nudi cdy

mé ban dau, va sy 1én men lién tuc & trang thai khong on dinh 1a 20.
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Tuy nhién, néu « ting 1én dén 1,4 thi CSTF s& mat hau nhu tit ca cac
té bao mang plasmid sau 100 gi® hoat dong & trang thai 6n dinh (Hinh 8.10).

t (gio)

Hinh 8.10. Anh hudng cia « 1én bo phén cua cac t& bao mang plasmid trong su
hoat ddng o trang thai 6n dinh ctia CSTF. Gia tri ban dau cua fduogc tinh toan béng
cach thira nhan s6 1an sinh san can thiét cho budc tiép miu va nudi cdy mé ban dau,

va su 1én men lién tyc & trang thai khong 6n dinh 14 20.

3. Cdc phwong phép on dinh

Mot sd yéu cu can duoc luu v dé dam bao cho su 6n dinh cua hé
thong tai to hop c6 khuynh hudng bi mat cac plasmid ctia chung nhu sau:

- Xay dung cac cong thuc moi truong thich hop cho su sinh trudng
cua cac t€ bao mang plasmid hon qua cac t€ bao khong mang plasmid.

- Pt cac ap luc chon loc 1én cac té bao khong mang plasmid bing
cach dung cac dot bién quang tuy dudng (auxotrophic mutants) hodc cac
plasmid khang khang sinh.

- Dung plasmid hoac ching dot bién phu thudc nhiét do.

- Dung ddi ching biéu hién gen phu thudc nhi¢t do.

- Dung cac plasmid khong chira cac nhan t6 chuyén vi (transposon).
Céc nhan t6 chuyén vi (con goi la gen nhay) 1a cdc doan DNA c6 thé dugc
chén vao trong mot vai vi tri trong bo gen va c6 thé gay ra dot bién.

- Dung chung tai to hop khong hoan toan.
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IV. Bién d6i di truyén ¢ té bao thwe vt

Maic du loi ich cia nudi céy té bao thuc vat quy mo 16n da dugce thira
nhan, k¥ thuat ndy van con gip mot vai khé khin khi ung dung cong nghiép
dé san xuat cac san pham thir cip va so cp. Viée str dung khong dung mirc
cac k¥ thuat nudi cdy mé thuc vat chi yéu 1a do toc do sinh truéng cham
ctia cac té bao thuc vat so véi té bao vi sinh vat va san luong cling thuong
thap hon.

Nhing phat trién gan ddy ciia cong nghé DNA tai t6 hop cho thiy mot
htra hen rat 16n trong viéc giai quyét van dé nay. Cac té bao nudi cdy sinh
trudng nhanh co thé duge chon loc va bién ddi di truyén dé tao ra cac san
pham co gia tri thuong mai & ndng dd cao hon hiéu suit binh thuong cua té
bao. Céc san pham nhiéu tiém ning cua cong nghé DNA tai to hop 1a cac
protein ngoai lai va cc chat trao d6i thir cap.

San xuét cac chat trao dbi thir cép tlr cac té bao thuc vat bién d6i di
truyén c6 thé ting san luong mot cach sdu sic va thuong mai hoa nhanh
chong céc nudi cay thuc vat & quy md 16n. Tuy nhién, cac gen can thiét cho
sinh tong hop cac chit trao ddi thir cAp co gi trj kinh t& quan trong dén nay
van chua duoc phan 1ap. Boi vi cac chat trao ddi thir cap thuong duoc sinh
tong hop théng qua hoat dong két hop cua nhidu san pham gen, nhiéu gen
duoc yéu cau cho mdi phuong thirc sinh tong hop dé dan toi san xuét cac
chat trao d6i thw cip.

Trong khi do, cac gen mi hoa cho cac protein ¢ gia tri kinh té quan
trong dugc nhan dang va bién nap thanh cong vao cac vi sinh vat boi vi cac
protein 14 cac san pham gen truc tiép. K§ thuat bién nap gen ngoai lai vao
trong té bao thuc vat ciing dugc phat trién cho cic ung dung ndng nghiép
cua nudi céy té bao thuc vat. Vi thé, san xuit protein ngoai lai tir cac té bao
thudc 14 dugc bién ddi di truyén co thé dat dugc nhiéu thanh qua.

Dudi day 1a cac uu diém tiém tang cua viéc ung dung té bao thuc vat
nhu 13 cac t& bao vat chu cho cic san pham ngoai lai:

- Céc san pham protein tir cac t& bao thuc vat tai t6 hop co thé 1a cac
duge pham c6 hiéu luc va chirc nang hon cac san pham c6 ngudn gdc tir vi
sinh vat boi vi su bién d6i hau dich ma 1a co thé xdy ra trong cac té bao thuc
vat.
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- M6i truong (chi yéu 1a ngudn carbon) nudi ciy té bao thyc vat dugc
x4c dinh t6t va khong dat tién, trong khi cac té bao dong vat doi hoi bo sung
huyét thanh rat dat tién trong méi truong dinh dudng cia chung.

- Céc té bao dich huyén phu thyc vat c6 thé dat dén mat do té bao rat
cao (60% trong luong twoi hodc 2,4% trong lugng kho). Két qua niy cao
hon két qua ma cac kiéu nuoi céy khéc c6 thé dat duoc.

- Su nhiém bén boi vi khuan va ndm dé dang duogc kiém soét trong
nudi cdy mé thuc vat. Hon nita cac tic nhan nhidm ban nay thuong khong
phai 1a cac tac nhan gay bénh cho nguoi.

Hiatt va cong su (1989) di cho thay tiém ning rat 1on trong viéc san
xuét cac protein ngoai lai tir thyc vat béng cach chung minh sy san Xuét
immunoglobulin va lap rap cac khang thé chirc ning trong cay thude 14 duoc
bién d6i di truyén. Ho da bién nap vao manh 1a thudc 14 cic DNA bd sung
(cDNA) téng hop tir mRNA ctia hybridoma chudt va da tai sinh manh 1a
thanh cay hoan chinh. Céc thuc vat biéu hién cic chudi immunoglobulin y
hodc k riéng r& dugc lai dé san xudt con chau trong d6 ca hai chudi duoc
biéu hién ddng thoi. Mot khang thé chirc ning tich liy ti 1,3% protein 1a
téng s trong cac thyc vat biéu hién cic cDNA hoan chinh chira cac chudi
leader.

1. Ky thudt gen

Mot gen ngoai lai (cua vi khuén hodc dong vat) can phai dugc sua doi
dé biéu hién tinh chét cua ching trong cac té bao thuc vat. Pidu ndy cho
thdy rang thong tin di truyén duoc yéu cau cho su biéu hién gen, nhu 13 san
xudt mRNA tir gen va dich md mRNA thanh protein, 14 hoan toan khac giira
thue vat va cac co thé sdng khac. Dé c6 két qua tot nhit, ca hai ving nguoc
hudng (promoter) va cling hudng (terminator) ctia gen ciu trac (gen ma hoa
cho san pham protein mong mudn-coding gene) phai dugc thay thé bang
mot chudi DNA cua thuc vat chita thong tin thich hop nhu trinh bay & hinh
8.11.

1.1. Promoter

Promoter thuc vat c6 thé phan chia thanh hai loai, cau triic va cam
ung. Céac promoter cau triic c6 chltc nang trong hau hét tat ca cac mo. Cac
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promoter cam tng thuong 1a im ling cho dén khi ching dugc cam ung nho
cac nhan t6 moi trudng hodc nhan t6 phat trién.

Chang han, cac promoter cho quang hgp, cic co ché bao vé va phat
trién hoa dwgc cam ung chi dudi mot diéu kién nhat dinh. Chon mot
promoter thuc vat tily thudc vao ban chét ciia san phdm mong mudn. Ddi
v6i hau hét cac truong hop, mot promoter cdu tric manh 1 ngudn tt nhat
dé san xuat mot san pham ngoai lai. Tuy nhién, néu san pham ngoai lai 1a
bat loi dbi voi sinh truong cua thyuc vat, thi can thiét su dung mdt promoter
cam ung sao cho san phdm s& duoc tong hop chi dudi cac diéu kién mong
mudn. Cac promoter cho quang hop dugc cam ung nhanh nhd anh sang
trang va tat trong sudt thoi gian t6i. Cac gen tiéu don vi nho cua ribulose-
1,5-biphosphate carboxylase va cic gen protein light-harvesting duoc biéu
hién nhiéu nhat trong mo xanh. Vi thé, promoter tir cac gen nay c6 kha ning
12 ngudn tt nhat cho céc biéu hién cam ung véi anh sang. Cac promoter cho
quang hop duge phan 1ap tir cac ngudn thyc vat khac nhau va ding cho sy
biéu hién ctia mot gen vi khuan.

Gen ngoai lai
[ —

Pngoai lai l T ngoai lai

— Vi tri tao dong
— —

P thuc vat T thuc vat

Hinh 8.11. So dd biéu hién gen & \

ngoai lai trong thuc vat. P: \
promoter, T: terminator, pGA482:

vector tao dong thyc vat, Km: gen

khang kanamycin, Tc: gen khang

tetracycline.

1.2. Terminator
Nguoi ta biét rat it vé terminator cta thuc vt va chua chimg minh
dugc 1a li€u terminator ciia dong vat co chirc nang trong thuc vat hay khong.
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Cho t6i khi diéu nay dugc lam ro, thi dé an toan hon nén su dung mot
terminator thuc vat dé biéu hién cuc dai mot gen ngoai lai. Terminator nos
(nopaline synthase) duoc ding thudng xuyén nhat mic di mot sd terminator
khac cua thuc vat cling da dugc phan lap.

1.3. Céc chudi tin hiéu

Khéng nén c6 tin hiéu khoi dau dich ma (ATG) & gitra chudi promoter
va gen ciu tric vi trinh tw ATG nay s& lam giam mot cach ¥ nghia higu suat
dich ma. Khoang cach giira cic ving diéu hoa (promoter va terminator) va
gen ciu trac phai khong dugc qua dai. Néu khong thi mRNA duogc san xuét
s& kém 6n dinh.

Mot trong nhirg nhén t6 quan trong xét vé thyuc té thao tac gen 1a vi
tri cudi cuing cua protein. Cac protein ngoai lai dugc san xuat co thé duoc
duy tri trong té bao chat, dugc chuyén vao trong mot co quan tir, hodc duoc
tiét ra ngoai té bao. Hau hét protein thyc vat phan b trong té bao chat, dé
n6 duoc chuyén vao trong co quan tir ctia té bao chat hodc ra ngoai mang té
bao thi mot tin hiéu ddc trung (polypeptide) phai dugc gin vao dau tan ciing
amino cua protein mong mudn. Chudi peptide tin hiéu nay duogc tach ra
trong giai doan sém cua sy van chuyén va chi mét protein chirc ning hoan
chinh duoc giai phong téi noi dén cudi cung. Diéu nay chua duoc hicu day
da khong biét liéu chi mot minh chudi peptide tin hi€u c6 du cho sy van
chuyén ding cach hay khong. Nhitng nghién ctru gan day cho thay rang su
van chuyén ciia protein ngoai lai vao trong chloroplast chi yéu ciu mot
peptide tin hiéu. Tuy nhién, co ché van chuyén vao trong cac co quan tir
khac hodc trong méi truong ngoai bao 14 rat khac nhau. Néu thong tin bo
sung trong thé protein chu yéu ciing can thiét, thi s& cuc ky kho khan khi
thiét ké cho mét protein ngoai lai dwgc van chuyén ma khong c6 sy thay doi
vé cdu triic protein dé khoi lam hong chirc ning ciia protein.

Nhiéu protein dugc tong hop trong cac té bao duoc bién doi di truyén.
Vi du: carbohydrate thuong dugc gian vai cac protein tim thay trén mang té
bao. Mot s protein duoc phosphoryl héa. Nhitng bién doi nhu thé hodc gay
hoat dong hodc 1am bat hoat chirc ning cta protein. Vi vdy, mot gen ngoai
lai phai dugc thao tac thich hop cho mot bién d6i hau dich mé chinh xac. Vi
du, néu mudn gan carbohydrate vao protein, thi c6 thé thiét ké mot qué trinh
dé tiét protein ra ngoai mang té bao. Trong phuong thirc ndy protein ¢ thé
dugc bién ddi cho phit hop. Tuy nhién, cic co ché bién doi nhu thé co thé
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khéc nhau trong mdi co thé séng. Vi thé, chon loc cin than dong té bao
thich hop 1a rat can thiét.

2. Bién nap gen

C6 nhiéu ky thuat khac nhau duoc dung dé bién nap gen vao té bao
thuc vat, chang han bién nap gen gian tiép qua Agrobacterium tumefaciens,
bién nap gen tryc tiép bang vi dan (microprojectile) nhd sing ban gen (gene
gun) hodc hé théng doi bom (bombardement), xung dién (electroporation),
vi tiém (microinjection), séng siéu 4m (ultrasonic), tinh thé silicon carbide,
PEG (polyethylene glycol)...

Tuy nhién, k¥ thuat dugc st dung rong rai nhat dé bién nap mot chubi
DNA moi vao thyc vat la dua trén co s& Ti-plasmid cua A. tumefaciens.
Trong thoi gian u té bao thuc vat voi vi khuan dat, thi mot chudi dic biét
duoc goi 1a DNA van chuyén (T-DNA) cua Ti-plasmid dugc chuyén tir vi
khuan véo té bao thyuc vat. Néu gen ngoai lai dugc xdm nhiém c6 trong T-
DNA, thi gen c6 thé duoc chuyén vao trong nhiém sdc thé thyuc vat cung voi
T-DNA. T-DNA tyr nhién mang cac gen san xuét phytohormone dén dén tao
thanh khéi u & cac té bao bi xdm nhiém. Dé tranh hién tuong tao khdi u va
tao diéu kién cho viéc chon loc nhanh céc thé bién nap, cac marker (gen chi
thi) khang cua thyuc vat da dugc phat trién bang cach dung hop gen khang
khang sinh ctia vi khuan véi cac ving diéu hoa cia thyc vat nhu dd mo ta &
phan trude. Theo phuong thirc nay cac marker khang kanamycin va marker
khang chloramphenicol da dugc xdy dung va sir dung dé thay thé cac gen
phytohormone trén vung T-DNA. Do Ti-plasmid tu nhién kho thao tac truc
tiép in vitro bang cac phuong phap DNA tai to hop vi kich thudc 16n cua
chung (khoang 200 kb), vi thé ngudi ta di phat trién cac hé théng don gian
hon.

Phuong phap hiéu qua nhat di dugc str dung d6 13 hé thong binary
vector. Mot trong cac binary vector dugc trinh bay & hinh 8.11. Hé théng
nay phu thudc vao mot vector nhd mang cac yéu td duoc yéu cau tbi thiéu
trong dang cis. Cac chirc ning khac can cho co ché chuyén gen dugc giao
cho mot helper plasmid riéng biét, Ti-plasmid. Nhitng phuong thirc nay cho
phép dua vao va duy tri mot cach dé dang DNA ngoai lai chira trong mot
gen d duoc thao tac di truyén.

Céc té bao thyc vat co thé bién nap v4i mot gen ngoai lai bang phuong
phap dong nudi cdy. Trong phuong phép nay, cac vi khuan A. tumefaciens
chira binary vector va mot helper Ti-plasmid dugc tron lai véi cic té bao
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nudi cy c6 hoat tinh sinh truedng hodc manh cit cia thyc vat (méanh 13). Sau
khi 0 hdn hop nay khoang hai ngay. Cac té bao bién nap dugc chon loc trén
mdi truong agar c6 khang sinh thich hop. Thé bién nap c6 thé duoc phat
hién bang mat thuong sau khi dong nudi cdy tir 2-3 tudn. Mot vai té bao
trong manh 14 da dugc bién nap s& dugc tai sinh thanh cay. Cac cdy chuyén
gen ndy sau d6 s& duoc sir dung dé tao callus dung trong nudi ciy dich
huyén phu té bao & cac hé 1én men quy mé 16n.

V. Bién d6i di truyén & té bao dong vat

Bién ddi di truyén cac té bao dong vat co thé duogc ung dung dé san
Xuét mot protein ddc trung hodc cai thién dac diém ctia mot dong té bao san
xuat. Cling twong ty nhu ¢ thuc vat, hién nay c6 nhiéu phuong phap dua
DNA ngoai lai vao té bao dong vat cé vu dé bién dbi di truyén, vi du:
chuyén nhiém (transfection) hay con goi 14 hoa bién nap, lipofection (DNA
duoc dua vao thong qua liposome), xung dién, vi tiém DNA truc tiép vao té
bao, ban gen, dung hop (fusion) t& bao dong vat c6 vi véi protoplast ciia vi
khuan mang DNA hodc cic hé thong viral vector (ké ci cac tiéu phan
phage)... Cac dong té bao chuyén nhiém s& biéu hién DNA ngoai lai 6n dinh
chi khi n6 dugc hop nhét trong genome. Nguoc voi co thé vi sinh vat, su
hop nhat ciia DNA ngoai lai hau hét 1a khong twong timg (non-homologous).
Vi thé, gen mé héa san pham protein c6 thé dugc hop nhit trong cac ving
cua genome, ma vung d6 khong thuan lgi cho vi¢e biéu hién hiéu qua cua
gen.

1. Ky thudt gen

Mot sb gen chi thi chon loc (selectable marker) cho cac té bao dong
vat co vii 1a ¢6 sin. Cac marker troi (c6 thé duoc dung bt chdp dong té bao
vat chi) hau hét lién quan véi tinh khang thube. Cac marker lin (duoc sir
dung trong su két hop véi dic diém di truyén cia té bao vat chi) c6 thé bao
gdm céc enzyme ciia sy chuyén héa purine va pyrimidine, tinh khang thudc
hodc chuyén hoa amino acid. Hai hé thong thanh céng nhat 1a hé thong
glutamine synthetase (GS) va hé thong dihydrofolate reductase (DHFR).

Enzyme GS (dugc tong hop nhd gen gs) xtc tac cho sy tao thanh
glutamine tir glutamate va cac ion ammonium. Gen gs c6 thé dugc dung nhu
la mdt marker chon loc trong cac té bao hybridoma va myeloma hodc cac té
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bao khong c6 gs khac. Cac té bao duge chuyén nhiém 6n dinh s& biéu hién
gen gs va sinh trudong on dinh trén moi trudng khong ¢ glutamine.

Enzyme DHFR (duoc tong hop nhd gen dhfi) ding cho dong té bao
CHO dhfi". Dong té bao dfir” khong on dinh dé tong hop tetrahydrofolate
mot cofactor can thiét trong chuyén hoa mot carbon (one-carbon). Cac dong
té bao dfhr chi sinh truong 6n dinh trén moi truong chira thymidine va
hypoxanthine va céc tién chét (precursors) can thiét dé vuot qua sy khiém
khuyét nay. Céac té bao chuyén nhidm biéu hién gen dhfr c6 kha ning sinh
truédng 6n dinh trén moi truong khong bd sung cac chat noi trén.

Bién d6i di truyén cua cac té bao dong vat c6 vu dé cai thién dong té
bao chua duogc phat trién rong rii nhung ciing da ting 1én déng ké. Cac linh
vuc dang dugc quan tdm 1a kéo dai sy sng cia cac té bao san xuét, sinh
truong trong moi truong khong co huyét thanh, giam sy tao thanh cac san
pham phu va cac dic tinh glycosylation. Apoptosis, yéu t6 xuét hién trong
hau hét cac nudi cdy té bao dong vat cd vi, co thé bi anh huong nhd viée
dua vao gen bcl2, mdt gen khang apoptosis. Phuong thirc nay sé kéo dai su
song cta té bao va lién quan pha san xuat ciia qua trinh nudi cay.

2. Bién nap gen

Chon phuong phap bién nap gen phu thudc vao mirc do biéu hién gen
dugc mong doi, biéu hién trong thoi gian ngén hodc biéu hién 6n dinh; loai
té bao dich nhu té bao dich huyén phu hoic té bao dinh bam, cac dong té
bao thich nghi hodc phan héa. Mdi phuong phap déu doi hoi su tdi wu cao,
bao gdm cac yéu td nhu: s6 lwong té bao, ndng do DNA va vector biéu hién.

2.1. Phuong phap chuyén nhiém

Dung calcium phosphate két tia DNA, c¢6 pham vi hiéu qua tir 1-10*
khudn lac/10° t& bao/ng. Su hop nhit DNA ngoai lai trong DNA té bao
mang tinh ngau nhién. DNA chuyén nhiém thuong tai to hop trude khi hop
nhat 1am cho thé hoi nhip mang nhiéu ban sao DNA trong té bao. Hiéu qua
chuyén nap c6 thé ting & mot vai dong té bao dugc xir 1y dimethyl sulfoxide
(DMSO) hoic glycerol trong mot thoi gian ngan (4-6 gio) sau khi chuyén
nhidm. Xt 1y sbc sau chuyén nhiém bang chloroquin diphosphate gy doc
cao. Muc do doc thay ddi gilta cac dong té bao, dic biét cac té bao nudi céy
dich huyén phu va cac t& bao phan hoa & giai doan cudi. Khi thay calcium
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phosphate bang DEAE-dextran thi chuyén nhidm DNA ¢6 thé it doc hon voi
moi xir 1y sc sau chuyén nhiém ¢ té bao nudi cdy dich huyén phu va té bao
phén hoa.

2.2. Phuong phap lipofection

Phuong phap nay str dung cac lipid trung tinh hodc mang cation dé tao
thanh liposome. Phuc lipid hop nhat véi mang huyét twong s& phong thich
DNA dinh bam vao trong phan bao tan. Phuong phép nay cho hiéu suat
chuyén nap cao hon héa bién nap. Tinh ddng nht ctia thanh phan lipid gitta
mang té bao vat chil va lipofectant 1am ting hiéu qua dung hop va ting kha
ning xam nhap ciia DNA gin kém. Cac liposome mang cation (lipofectin)
thich hop cho chuyén gen in vitro voi hidu sut trén 90% & mot sb loai té
bao nuoi céy. Lipofectin dugc st dung dé boc cac virus. Viée tao ra céc
liposome chtra protein virus trong 16p lipid da cai thién hi¢u qua gin cia
vector véi cac té bao dic biét, nhu 1a té bao ung thu gan. Chi c6 mot )
phuong phép thich hop dé chuyén DNA qua mang huyét tuong bang thuc
am bao (endocytosis) va ddy manh cac qua trinh ndi thé gay thoai bién va
sip xép lai DNA. Liposome duogc dung dé phan phdi in vivo va ex vivo cac
gen ngui t6i té bao dich thich hop.

2.3. Phuong phap chuyén gen bang xung dién

Phuong phap ndy yéu cau nghiém ngit cac thong sd cua thiét bi dién
xung lién quan dén hiéu sudt xdm nhap cia DNA. Dong dién duogc sir dung
dé tao ra ¢ cac té bao treo trong dung dich DNA cac 15 thing trén mang
huyét twong va théng qua d6 DNA theo grandient mat d6 chui vao trong
phan bao tan. Phuong phap nay dugc sir dung rong rai trong nudi cy dich
huyén phu lymphocyte (lympho bao). Chuyén nap gen bing xung dién c6
khuynh huéng tao ra cac thé hoi nhap mang ban sao DNA don va thudng
duoc str dung dé chuyén gen vao cac té bao mam phdi (embryonic stem-
ES). Viéc chuyén nap gen thong qua dién trudong & cac té bao tao mau
(hematopoietic cells) va cac thé hé to tién cua ching 1a phwong thtrc thich
hop cho cac virals vector doi hoi hé théng dong goi phirc tap. Cac té bao tuy
xuong t6 tién (bone marrow progenitor cells) duge nudi trong méi truong co
cytokine, interleukin 3, s& ting tan sd chuyén nhiém va biéu hién gen & céac
té bao tao bach cau hat (granulopoietic) va thé hong cau (erythroid) t6 tién.
Cac marker chon loc trgi nhu la pSVNeo ghi ma cho mo{t gen cua
prokaryote, neomycin phosphotransferase (neo) mang gen khdi dong
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(promoter) va gen tdng cuong (enhancer) cua Simian Virus 40 (SV 40), cho
phép phan 1ap cac té bao khang neomycin bang cach dung mot dang dong
dang cua neomycin, G418, trong mdi truong bd sung. Chuyén nap gen
pSVNeo bing xung dién vao trong té bao mam tiy xuwong cho két qua tdt,
va co thé tng dung dé chuyén nap cDNA cua yéu t6 dong méu (factor IX)
vao trong té bao dém (stromal cells) c6 ngudn gdc tiiy xuwong.

2.4. Phuong phép vi tiém

La phuong phap chuyén DNA tryc tiép nhat va c6 hiéu qua cao. Tuy
nhién, s6 luong té bao thi nghiém bi gidi han chi trong vai tram. K¥ thuat
tinh xdo va thiét bi dit tién ciia vi tiém da han ché sir dung rong rai phuong
phép nay. Tién bo 16n nhat ciia phuong phap vi tiém 13 kha ning giam sat
biéu hién cia DNA ngoai lai & cic t& bao riéng r&. Hon nira, trong khi
chuyén nhiém va chuyén gen bang xung dién c6 thé vo cung doc, thi vi tiém
phan ph6i DNA tryc tiép vao trong nhan té biao ma khong gy nguy hiém
dén su nguyén ven cua té bao. Bé giam doc tinh té1 mirce tdi thiéu, thé tich
DNA phai dugc han ché nhé hon 10% thé tich nhan. Dac trung cua vi tiém
1a cung cp phuong thirc dé tao ra cac dong vat dugce chuyén gen, danh gia
biéu hién gen dugc tao dong trong cac té bao phoi, cung cip phuwong phap
truc tiép dé tao cac dot bién chén doan (insertional mutants), xac dinh céc
nhan t6 diéu hoa biéu hién gen dic trung md va dic trung té bao, va phan
1ap cac dong provirus nguyén ven cua céac retrovirus dé tién hanh phan tich
bénh 1y hoc.

2.5. Phuong phap ding sting bin gen

Phuong phép nay str dung céc hat kim loai nhu 1a tungsten hodc vang
lam vi dan. Vi dan dugc boc béng DNA va duogc ban di v6i mot van tde
thich hgp dé xam nhap vao té bao dich. Hiéu qua cta phuong phap nay
tuong duong v&i phuong phap chuyén nhiém. Sy biéu hién thanh cong cua
DNA ngoai lai trong té bao chudt NIH 3T3, té bao khi COS 7 va mot dong
dai thuc bao (macrophage) di duoc thong bao. Stng bin gen va phuong
phap tiém truc tiép DNA tran ciia plasmid bi han ché dbi voi tim va céc té
bao co xuong cua dong vat. Chi c6 1-3% té bao nhan DNA va san xuit mot
luong nho protein dugc ghi ma. Cac phuong tién hién hanh hau hét déu
thich hop cho céac chién luoc vaccine trong d6 véi mot lugng nho protein 1a
du dé tao ra mot phan ing mién dich.
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2.6. Viral vector

Céc viral vector 1a cac cdu trac tai t6 hop trong d6 mét hodc nhiéu gen
virus dugc thay thé boi DNA tao dong. Chuyén nap gen dic trung mo hoic
té bao duoc thuc hién bé“mg cach chon loc cac diém thu cam cua té bao dic
hiéu virus. Virus mang DNA tai t6 hop xdm nhiém vao té bao dich dic
trung va phan phdi tai trong di truyén vao trong chung. Mot dic diém hap
dan cua viral vector 1a diéu hoa biéu hién gen khi c6 mit promoter va
enhancer cia virus. Cac viral vector c6 ngudn gbc tir hau hét cac virus
DNA, bao gdm SV 40, cac virus tao u dang nhu (papilloma virus) ¢ nguoi
va bo, nhom virus DNA cua parvoviridae (adeno-associated virus, AAV),
adenoviruses (cac virus mang DNA soi kép), cac virus bénh mun gip
(herpes) va virus bénh ddu mua (vaccinia). Kich thudc cua cac doan chen
(insert DNA) thay doi tir 2-3 kb & cac papovavirus toi > 50 kb ¢ vaccinia.
Céc viral vector c6 thé cho phép biéu hién trong thoi gian ngan va hau nhu
100% & diéu kién in vitro. DNA cua provirus dugc san xuat nho phién ma
nguoc RNA cia retrovirus (nhém virus mang RNA soi don) hop nhat nhu 1a
mot ban sao don trong nhidm sic thé vat chu, giam téi muc t6i thiéu su
phién ma gen. Céc viral vector ddc biét duoc thiét ké dé phan phéi DNA
ngoai lai vao trong cac t& bao phan hoa, cac té bao mam phoi, va cac
lymphocyte. Mic du cac retrovirus da dugc sir dung dé chuyén gen, nhung
cling ¢6 mot vai kho khan do provirus ctia nd thiéu kha ning hop nhat vao
cac té bao thu dong, boi vi DNA chi hgp nhét khi té bao trai qua thoi ky
phan bao. Piéu niy din t6i that bai khi biéu hién & muc do cao cac gen
chuyén nap. Dé c6 kha ning tai to hop, kich thudc tdi da cua doan chén
DNA khoang 7 kb.

Tom lai, chon lya mot phuong phap chuyén nap gen thich hop phu
thudc vao muc dich thi nghiém va cac té bao dich (té bao dinh bam hay té
bao dich huyén phu), ching 1a nhitng té bao so cip hay da thich nghi, da
phan hoa hay c6 nhiéu tiém nang. Thir nghiém biéu hién ciia DNA chuyén
nhiém co thé 1a tam thoi (trong thdi gian ngin) hodc bén viing (6n dinh) véi
cic mirc d6 biéu hién co ban hodc co thé suy dién. Cac dong té bao dinh
bam dé thao tic bang cic phuong phap chuyén gen khac nhau véi thi
nghiém thanh cong biéu hién gen sau d6. Khi doc tinh cia phuong phap
chuyén nhiém loai trir kha ning biéu hién gen, thi mdt trong cac phuong
phap khac co thé cho phép thiét ké thi nghiém thanh cong. Khi phuwong phép
chuyén nhiém, xung dién, va viral vector that bai thi phwong phap vi tiém co
thé s& thich hop. Chuyén nap gen trong cac té bao khong dinh bam khé thuc
hién nhung s dung viral vector va chuyén nhiém DEAE, ciing nhu
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liposome c6 thé 1a giai phap hop 1y. C6 kha ning vi tiém céc té bao khong
dinh bam nhung can sy dinh két héa hoc cua té bao véi co chit.

Nong d¢6 DNA dung trong thi nghiém chuyén gen thay d6i tir Ing dén
10 pug cho 10°-10° té bao nhan. Trong vi tiém, mot vai tram t& bao dugc tiém
tryc tiép DNA ndng do tir 1 pg dén 1 pg/pl twong duong véi 1-10% ban sao
clia cau tric tai to hop. SO luong ban sao dua vio trong cac té bao nhan vat
chu ty 1& véi kich thudc vector, doan chén (insert DNA) va nong d6 DNA.
Céc chu tric mach thang hop nhat thong qua tai to hgp cao hon khoang 10
lan céc cau tric mach vong. Chuyén nhiém thong qua liposome tro thanh
mot k¥ thuat phd bién nho ddc tinh thap hon va hiéu qua chuyén nap cao.
Trong khi phuong phép xung dién doi hoi mot s6 luong 16n DNA (10-40pg)
va trung binh s& giét chét mot nira té bao nhan.

VI. Cac ky hi¢u
néng do, sb luong té bao/m’ hoac kg/m3

sd lwong céac té bao mang plasmid trén mot don vi thé tich

nong do ban dau cua cac t€ bao mang plasmid

nong do ban du cua cac té bao khong mang plasmid

C

C,.

C o

C, s6 lwong cac té bao khong mang plasmid trén mot don vi thé tich

C .

D téc do pha lodng, s

f s6 t& bao mang plasmid trong quan lac té bao téng sb, thong sb
khong c6 thtr nguyén

fu sd té bao mang plasmid trong quan lac t& bao téng sb sau n thé hé,
thong s6 khong c6 thir nguyén

s6 thé hé, thong sb khong co thir nguyén

n
p xéc sudt xuét hién s té bao khong co plasmid trong mot thé hé

t thoi gian, s

a ty 1& cua cac toc do sinh truong dic trung (z/u"), thong sd khong cd

thr nguyén
i tdc do sinh trudng dic trung cua cac té bao mang plasmid, s
Y7, tdc do sinh trudng dic trung cua cac té bao khong c6 plasmid, s
X' té bao mang plasmid
X

té bao khong mang plasmid
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Chuong 9
Tiét trung

Hau hét cac qua trinh 1én men cong nghiép duoc tién hanh nhu cac
nudi ciy thuan khiét trong d6 chi co cac ching chon loc duge phép sinh
trudng. Néu mét co thé vi sinh vat ngoai lai hi¢n dién trong méi trudong hoac
trong bat ky mot bo phan thiét bj nao d6, thi chung s& 1am nhidm ban moi
truong, san xudt ra cic san pham co hai c6 thé han ché sinh trudng cia cac
co thé duoc san xudt. Vi thé, truéc khi bit dau qua trinh 1én men, moi
truong va cac thiét bi 1én men phai duoc tiét tring dé loai bo tat ca cac nguy
co gdy nhidm va cac diéu kién vo tring nay phai dugc duy tri trong sudt qua
trinh 1én men.

I. Cac phwong phap tiét trung

Tiét trung moi truong 1én men hodc cac thiét bi co6 thé thuc hién br:ing
cach pha huy tt ca cac co thé séng hodc bang phwong thirc nhiét (4m hodc
kho), hoac cac tac nhan hoéa hoc, chiéu xa (tia cyc tim hodc tia X) va br:ing
cac phuong phap co hoc (si€u am hodc song am thanh). Mot hudng khac la
loai cac co thé sdng bang phuong phap loc hodc ly tim tdc d6 cao.

1. Nhiét

Nhi¢t 1a phuong thirc dugc sir dung rong rai nhét dé tiét trung, co thé
sir dung cho cé hai loai méi truong dic va long. N6 ¢6 thé duoc tmg dung
du6i dang nhiét kho hodc 4m (hoi nudc). Nhiét 4m thuong hiéu qua hon
nhiét kho, do kha ning khang nhiét & bén trong cua cic té bao vi khudn
duoc ting 1én manh trong trang thai khé hoan toan. Két qua 1a ty 1& chét caa
té bao kho thdp hon nhiéu so véi té bao am. Sy dan nhiét trong khong khi
kho ctling co tdc d6 kém hon trong khong khi am. Vi thé, nhiét khé chi duoc
dung dé tiet trung dung cu thay tinh hodc cac vat li¢u ran chiu nhiét. Béng
cach ting 4p sudt 1én binh nudi cdy, nhiét d6 hoi nudc c6 thé ting 1én mot
cach y nghia trén ca diém soi cua nude. Noi tiét trung ap sudt (autoclave) &
phong thi nghiém thudng dugc hoat dong & ap suat hoi nudc khoang 15 psi
twong tmg véi 121°C, céc bao tir vi khuan bi giét nhanh & 121°C.
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2. Héa chat

Céc tac nhan héa hoc ¢ thé duoc dung dé giét vi sinh vat bang kha
ning oxy héa hodc alkyl héa. Tuy nhién, ching khong dugc dung dé tiét
tring moi truong boi vi cac hoa chit nay c6 thé e ché sinh truong cua cac
co thé 1én men. Céac tic nhan héa hoc dugc st dung thuong xuyén cho vigc
xir 1y dé loai bo hodc lam giam mirc d6 nguy hai ctia cac tic nhan gay bénh.
Mot s6 tac nhan hoa hoc khang khuan chinh 13: phenol va cac hop chit
phenol (phenol, cresol, orthophenylphenol), alcohol (ethyl, methyl), cac
halogen (iodine, hypochlorite, chloramine), cac chét tay, thubc nhuom, cac
hop chiat ammonium bac bdn, cac acid, kiém va cac tac nhan gy vo sinh
dang khi (ethylene oxide, B-propiolactone, formadehyde).

3. Tia cuc tim

Nhiéu nguyén liéu té bao hap thu anh sang cuc tim, dan dén gy nguy
hiém cho gen va sau d6 giét chét té bao. Budc song khoéng 256 nm c6 hi¢u
qua diét khuan cao nhét. Tuy nhién, tia cyc tim c6 rét it kha nang xuyén qua
vat chat. Vi thé, viéc sir dung chiing bi han ché dbi voi V1ec lam giam quan
thé vi sinh vat trong phong noi ma diéu kién vo tring can thiét duoc duy tri
thudng xuyén, chang han nhu cac phong mé cta bénh vién hodc cic budng
lam viéc sach trong phong thi nghi¢m.

Tia X giy chét co thé vi sinh vét va c6 kha ning xuyén qua vat chat.
Tuy nhién, ching khong thyc té nhu cac cong cu tiét tring khac do chi phi
dat ciing nhu su lo lang vé an toan lao dong.

4. Song siéu am

S6ng am thanh hodc siéu 4m c6 cudng do di manh ciing ¢ thé pha v&
va giét chét t& bao. K¥ thuat nay thuong dugc sir dung dé pha v té bao
nham tach chiét cac thanh phan cta ndi bao (protein, enzyme...) hon la dé
ti¢t trung.

5. Loc

La k¥ thuat dugc sir dung hi¢u qua nhat trong vi¢c loai bo cac vi sinh
vat trong khong khi hodc trong cac loai khi khac. Trong truong hop dung
dich 1éng, n6 dugc dung cho cac san pham hodc cac loai moi truong khong
bén nhiét, dé dang bi pha huy nhu cac huyét thanh ngudi va dong vat, cac
loai enzyme.
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Trong sb cac ky thuat dugc gidi thiéu & trén, nhiét am c6 hidu qua va
kinh t& nhit cho cac yéu cau tiét tring ndi chung ctia hé 1én men. Vi thé, cac
phﬁn sau day chi mo ta dong hoc cua hién tugng chét t& bao va cac hoat
dong tiét trung bang nhiét am.

IL. Pong hoc ciia hién twong chét do nhiét
Hién tuong chét do nhiét cua vi sinh vat, & mot nhiét do dic trung, cé
thé mo ta bang phuong trinh dong hoc bac mot:

% =—k,n 9.1)
Trong do: k, 1a tde do chét dic trung, gia tri cua n6 phu thuoc khong
chi vao loai ma con vao dang sinh 1y cta té bao. Vi du: gia trj kg ciia bao tir
vi khuén ¢ 121°C 1a 1 phat’, trong khi d6 gia tri nay cta cac té bao sinh
dudng khac nhau tir 10" phut”' dén 10" phat™ tiy thudc vao timg co thé dic
biét.
Tich phan cta phuong trinh (9.1) cho két qua:

It = [yt 9.2)
n, 0
hoac:
n=n, exp[— jkddtj (9.3)
0

Phuong trinh (9.3) cho thy su suy giam theo ham mii cta quan lac té
bao. Sy phu thudc vao nhiét do cua toc do chét dac trung k; co6 thé duoc
thira nhan theo phuong trinh Arrhenius:

E
k, =k, exp(— R—;j 94)

Trong do: k, la h¢ sd Arrhenius bang 5,7x10* gio'!, R 1a hing sb
khi, 7 1a nhiét do tuyét dbi, E; 1a nang lugng hoat dong co thé thu dugc tir
d6 dbc cua db thi In(k,) theo 1/T. Vi du: nang luong hoat dong cua E. coli la
127 kcal/gmol va cua Bacillus stearothermophilus (chung Fs 7954) 1a 68,7
kcal/gmol.
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I11. Tiéu chuén thiét ké
Tir phuong trinh (9.2) va (9.4) tiéu chuén thiét ké cho su tiét tring (V)
c6 thé dugc dinh nghia nhu sau (Deindoerfer va Humphrey 1959):

an j =k, j.exp(— %jdt 9.5)

0 0

V ciing dugc xem nhu 1a yéu t6 Del, 1a thudc do quy md ciia cong
viéc dugc hoan thanh. Yéu té Del ting 18n khi s6 té bao cudi cung giam. Vi
du: Khi giam s6 t& bao trong hé 1én men tir 10'° co thé c6 thé sinh trudng
duogc xubng con 1 thi yéu t6 Del s& bang:

10]0

V=In =23 (9.6)

Viée giam sé luong té bao tir 10" xudng con 1 dudng nhu rit 4n
tuong. Tuy nhién, tham chi néu 1 co thé con séng thi toan bo hé 1én men
van bi nhiém. Vi thé, tit ca cac vi sinh vat con sdng phai dugc dao thai. Khi
giam sb luong té bao tdi 0 thi yéu t Del bang oo, didu d6 c6 nghia 1a vé& mit
1y thuyét khong c6 kha ning pha v tit ca cdu tric cua cac té bao sdng. Vi
thé, sd luong té bao cubi cung can thiét duoc biéu hién nhu 1a phan sb cua 1,
béng v6i xéac sudt cua sy nhiém ban. Vi du: n = 0,001 nghia 1a co hdi cho
mot nhan td gdy nhiém ban sbéng sot khi bj tiét trung 1a 1/1000. Nhan t6 Del
lam giam s luong té bao trong hé 1én men tir 10'° co thé séng xudng con
0,001 1la:

10
V=lniY 30 ©.7)

0,001

Dua trén co s& tiéu chuén tiét trung da duogc tinh toan, chiing ta co thé
thiét ké mat thict bi tiét trung toi wu.

IV. Tiét trung trng mé

Tiét trung moi trudng trong hé 1én men ¢ thé tién hanh timg mé bang
cach phun hoi nudc (steam sparglng) tryc tiép, bang cac bd phan dun nong
bang dién, hodc bing ap luc tuan hoan khong doi lam ngung tu hoi nuoc
thong qua cudn day ddt. Cac chu ky tiét trung duogc sip xép theo thu ty dun
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néng, gitr noéng va lam lanh. Vi thé, yéu t6 Del toan phan (total) s& bing
téng sb yéu t6 Del dun néng (heat), giit nong (hold) va lam lanh (cool):

Vi = Vi + View TV 9.8)

total heat cool

Gia tri cia V pear va V oo dugc xac dinh b'fmg cac phuong phap dung
cho qua trinh dun noéng va lam lanh. Gi4 tri cia V poq duge xéc dinh bang
chiéu dai cua thoi gian giit ndng. Phuong thire thiét ké dé danh gia thoi gian
gilr nong nhu sau:

- Tinh toan tiéu chuén tiét tring toan phan.

- X4c dinh profile cua nhiét do theo thoi gian trong sudt cic chu ky
dun néng, gitt nong va lam lanh cua qua trinh tiét trung. Néu cac phép do
thyc nghiém khong tién hanh dugc, thi cac phuong trinh 1y thuyét cho viéc
1am noéng va lanh co6 thé duoc s dung, d6 1a nhimg phuong trinh duong
thang, ham mii hodc hyperbolic tiy thudc vao kiéu 1am néng va lanh. Cac
phuong trinh dugc ggi ¥ cho cac qua trinh lam néng va lanh khéc nhau nhu
sau (Deindoerfer va Humphrey 1959):

+ Pun néng timg mé biang cich phun hoi nudc truc tiép vao moi
truong, phuong trinh dang hyperbolic:

VY LU 9.9)
c(M +mt)

Trong d6: T 1a nhiét d6 tuyét ddi (°K), T, 1a nhiét do tuyét dbi ban dau
cua moi truong (°K), H 1a enthapy cta hoi nude lién quan véi nhiét do cua
moi trudng chua niu chin (J/kg), my 14 tbe d6 dong chay cuia khéi hoi nudce
(kg/s), 1 la thot gian (s), ¢ la nhiét ddc trung cua moi truong (J/kg°K), va M
1a khéi lugng ban dau ctia mdi truong trong noi tiét tring me (kg).

+ Dun noéng timg mé bang téc d6 khong doi ciia dong nhiét, nhur dun
néng bang nhiét, phwong trinh dang duong thang:

qTt
cM

T=T,+1— (9.10)

Trong d6: ¢ 1a toc do truyén nhiét (J/s).
+ Pun néng timg mé bang ngudn dang nhiét, nhu tudn hoan hoi nudce
thong qua cudn day dot, phuong trinh dang ham mai:

T=T,+(, T)exp(—U—;;j ©.11)
C
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Trong d6: Ty 1a nhi¢t do tuyét dbi cua nguén nhiét (°K), U 1a hé s6
chuyén nhiét toan phan (J/s m*°K), va 4 1a dién tich mit cit cia su chuyén
nhiét xuit hién trong khi tiét tring (m?).

+ Lam lanh tirng mé bépg cach dung bé’ khong déng nhiét lién tyc, nhu
cho nudc lanh chdy qua nho 6ng lam lanh xoan, phuong trinh dang ham mii:

T=T, +(T,~T,.) exp{— {1 - exp(— Z—iﬂ 'Z;} 9.12)

Trong do: T, la nhiét d tuyét d6i ban dau caa bon nhiét (°K), m. 1a

toc d6 dong chay cua khéi chat 1ong 1am ngudi (kg/s).

- V@ gia tri cua k; nhu 1a mgt ham thoi gian.

- LAy tich phan cac dién tich dudi dudng cong ky theo thoi gian cho
cac qua trinh lam lanh va lam néng dé danh gia tuong Ung V peat va V cool-
Néu sir dung cac phuong trinh 1y thuyét, thi 1iy tich phan phwong trinh (9.5)
sau khi thay thé cac profile nhiét d6 thich hop. Sau d6, thoi gian giit nong co
thé dugc tinh toan tir phuong trinh:

_ V ot _ Vieat ™V nota Vool (9.13)

kd kd

thold

V. Tiét trung lién tuc

Tiét tring dugc tién hanh trong kiéu lién tyc hiéu qua hon kiéu timg
mé. Tiét trung lién tuc c6 mot s6 wu di€ém sau:

- Lap ké hoach san xuat don gian, cho phép sir dung t6i da thiét bi va
su giam thiéu su cham tre.

- Cung cip cac diéu kién tai san xuét.

- C6 thé hoat dong & nhiét do cao (140°C, ching han 121°C trong tiét
trung tirng meé), vi thé thoi gian ti€t trung c6 thé rat ngan (thoi gian gitr chi
tur 1-2 phut).

- qén it hoi nudc befmg cach thu hoi nhiét tir méi truong duogc tiét
trung. Két qua 1a no cling can it nude lam lanh.

- Dé dang hon trong tu dong héa qua trinh, nhd vay cuong do lao
dong it hon.
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Mot thiét bi tiét trung lién tuc bao gdm ba b phan chinh: dun néng,
gilr va lam lanh.

1. Bo phdn dun nong

Phuong phap dun néng cé thé chia 1am hai loai: phun hoi nuéc truc
tiép va 1am noéng gian tiép trong cac thiét bi trao d6i nhiét 6ng 1ong dng
(shell-and-tube) hodc c6 khung dia (plate-and-frame). Lam néng truc tiép
hiéu qua hon gian tiép do khéng c6 vat can (barrier) gitta moi trudng va
ngudn nhiét. Dung cu phun hoi nuéc lam néng nhanh méi truong téi mot
nhiét do tiét trung tdi da. Vi thé, sy tiét trung trong subt thoi gian dun néng
1a dang ké.

Pbi voi 1am nong gian tiép, bo phan trao d6i nhiét co khung dia
thuong hiéu qua hon loai truyén nhiét dng 1ong dng. Tuy nhién, bd phan dau
bi han ché dbi véi cac ap luc thip (thuong dudi 20 atm) do cudng luc cau
trac yéu cua nd so voi b phan sau. Loai ¢6 khung dia ciing thudn 1gi cho
cac hé théng ¢6 d0 nhdt cao.

Su thay doi nhiét d6 lién quan voi thoi gian luu trung binh (7 pey) khi
moi truong di qua ngudn dang nhiét c6 thé dugc tinh gan ding nhu sau
(Deindoerfer va Humphrey 1959b):

UA
T. =T, -(T,-T, )exp(— A] (9.14)
cW

Véi W 1a khéi lugng mai truong trong hé thong tiét tring.
Truong hop dun ndng bang cach dung ngudn nhiét dong nude nguoc

c6 tbe d6 dong chay va cong suat nhiét twong duong, thi ta ¢ phuong trinh
sau:

ATUAT
T, =T, —Trhm 9.15)

2. Bo phan giit nong

Moi trudng duoc dun nong di qua bo phan giit nhiét bao gdm mot éng
dai. B phan gitt dugc duy tri trong cac diéu kién doan nhiét. Néu nhiét mat
trong bd phan nay la khong déng ké, thi nhiét do co thé duge thira nhéan la
hang s6. Thoi gian luu trung binh trong bd phan gitt 1a:
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Thoa = é (9.16)
Trong d6: L 1a chiéu dai bo phan giit, & 1a téc d6 trung binh.
Tir d6 yéu té Del duoc tinh nhu sau:
n, _ E, \_
Vol = ln7 =k Thow =k, eXp(_ R_;jrhold 9.17)

Véi ny 12 s6 lugng té bao ¢ thoi diém bat dau cua bo phan gii.

Néu méi truong trong bd phan giir chay nhu mot dong nit 1y tudng
(ideal plug flow), thi thoi gian luu ctia méi truong trong phan nay 14 gidng
vGi tat ca cac moi truong khac. Vi vy, mirc do tiét tring khong thay doi.
Tuy nhién, viéc khong giit ding muc tiéu do ban chit nhot cua chét 1ong, sy
ma sat cta thanh dng, cac xody nudc bat thuong cua chét 1ong chay di giy
ra sy phan chia dong nut 1y tuong. Két qua 1a profile toc do co gia tri cuc dai
& gitra dudng ong va gia tri ti thiéu ¢ ving 1an can thanh dng.

Su phan chia cia dong nat Iy tuong do sy tron 1an quanh truc cé thé
dugc mod ta bang moé hinh phan tan (Levenspiel 1972). Hinh 9.1 trinh bay
yéu té vi sai voi d6 day dx trong ong gitr. Su can bang nguyén liéu co ban
cho cac té bao lo limg trong mdi truong 1a:

Vao — Ra — Giét chét bang tiét trung = Tich liy (9.18)

Dong chay khéi  uC, S

dC,
dx

Do phantén — DS

—_—

Hinh 9.1. Cic can bang nguyén liéu quanh b phan so cép trong 6ng giit.

O trang thai 6n dinh, giéi han tich lily bang khong. Su di vao va di ra
khoi méi trudng cua té biao nhd mot dong chay khdi va mot diéu kién
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khuéch tan (d6 phén tan) quanh truc. S luong té bao di vao trir cho nhiing
té bao roi di bang dong chay khbi la:

duC,) S dx} (9.19)

uC S —{ECHS +
dx

Trong do: C, 1a mat do sb lugng té bao, S dién tich mit cit cua éng.

Tuong tu v6i su khuéch tan phan tir, dong chay hudng truc x cua té
bao lo ling trong mdi trudng do sy phan tan quanh truc co thé dugc biéu
dién nhu sau:

dC (9.20)

Trong d6: D 1a hé sé phan tan quanh truc dugc mé ta bang muc do
tron nguoc (backmixing) trong dong chay. Néu D bang 0, thi sy phan phdi
tbc do hudng téi dong chay nut 1y twong. Néu D bang oo, thi dong chay
trong 6ng s& phdi tron tot gidng nhu mot cai binh duge tron hoan toan. Dbi
v6i dong chdy x4o tron hdn loan, thi hé sb phan tan tuong quan nhu 1a mot
ham cua sé Reynolds (Hinh 9.2).

10,0 ¢
D
— 1,0—_—
ud, -

0,1 ||||||||I ||||||||I 11 111111

1,0x10° 1,0x10* 1,0x10° 1,0x10°
N dup
Re —
Hy

D .
Hinh 9.2. Tuong quan cho 7nhu’ la mgt ham cta s6 Reynolds.
u

t
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SO lugng céac t€ bao di vao va di ra nho sy phan tan quanh tryc la:

dcC, dcC, d B dC, " 9.21)
dx dx dx dx

Sb lugng cac té bao bi giét khi tiét trung 13 k,C,Sdx. Vi thé, bang cach
thay thé phuong trinh (9.19), (9.21) vao trong phuong trinh (9.18) va don
gian hoa, ta dugc:

iDan _d(LTCn)
dx dx dx

~k,C, =0 (9.22)

Dbi véi hang sé D va i, phuong trinh (9.22) ¢ thé dugc bién d6i
trong dang khong co6 thur nguyén:

2, 5
€, N, 9y, Kl g 9.23)
dx dx u
Trong do:
¢, =< x= N, =2
C L D

Np. dugc biét nhu 1a sd Péclet. Khi Np, = oo thi n6 1a dong nut 1y
tuong. Cac didu kién cho viéc giai phuong trinh (9.23) la:

9 N, (1-C)=0 & x’'=0

9.24)
< g & x'=1
dx

Gidi phuong trinh (9.23) ta dugc:

4o exp[NPej
_ 2 (9.25)

C>
(1+0p) exp(‘” j (1-p) exp[ "’Zj

n

x =1
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Trong do:

3. Bo phan lam lanh

Déi véi bd phan lam lanh, dung mot bu(‘A)ng lam mat c6 kha nang loai
nhiét 1a rat hiéu qua. Mot k¥ thuat khac 1a dua moi truong néng qua mot van
mé rong vao trong budng chan khong duge xem 14 qué trinh 1am lanh nhanh
(flash cooling). Ca hai k¥ thuét ndy it ton thoi gian, vi thé thoi gian 1am lanh
trong sudt qua trinh tiét tring dwoc cho 1a khong dang ke.

B0 phan trao d6i nhiét dng 1ong dng va c6 khung dia ciing co thé dugc
dung dé 1am lanh bang cach dung bon dang nhiét l1a:

UArt
Ty, =T. —(T. - Ty )eXp(WM"IJ (9.27)

Trong d6: T¢ 12 nhiét d6 tuyét dbi ctia bon nhiét.
Truong hop lam lanh bang cach dung bon nhiét dong nude nguge cd
toc d6 dong chdy va kha ning nhiét bang nhau, thi ta c6 phuong trinh sau:

ATUAz,

cool

Ty, =Ta ==,

(9.28)

4. Tiét trung khong khi

Dbi v6i 1én men hiéu khi (aerobic fermentations), thi cin cung cép
khong khi lién tuc. Tc d6 suc khi dic trung cho 1én men hiéu khi khoang
0,5-1,0 vvm (thé tich khi/thé tich chat long/phut). Didu nay doi hoi mot
lwong 16n khong khi. Vi thé, khong chi méi truong ma khong khi ciing phai
v trung. Tt ca nhimg k¥ thudt vo tring dung cho méi trudng ciing c6 thé
ap dung cho khong khi. Tuy nhién, tiét trung theo phuong thirc nhiét khong
thuc t& vé mit kinh té va ciing khong hiéu quéa do hiéu suat truyén nhiét thap
ctiia khong khi so véi chit 1ong. K§ thuat tiét tring c6 hiéu qua nhét cho
khong khi 1a phuong phép loc bang cach ding bd loc mang (membrane
filter) hoac bd loc soi (fibrous filter).

Nt bong, thuong duoc dung nhu 13 nip day cho dng nghiém hoic
binh tam gidc dung dung dich vo trung, 1a mét vi du tt dé loai vi sinh vat ra
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khoi khong khi bang soi loc. Mot bd loc don gian dugc lam bang cach nhdi
bong trong cot. Tuy nhién, vdi cac bo loc lam bang bong thi sy giam ap lon
va su am udt co thé 1a didu kién thudn loi cho sy nhidm ban. Vi thé, cac soi
thuy tinh thich hop khi loc méi truong do chiing tao ra mot sy giam ap thap
hon va it c6 kha ning 4m w6t hodc chay. Hé thong loc hién dai bang soi 1a
cac ong hinh try lam tir cac vi sgi borosilicate lién két, chung dugc bao boc
trong mang lu6i da gia cb polypropylene. Loai thlet ké nay c6 thé phan phdi
hon 3 m’/s khong khi vo tring & su giam ap suat 0,1 bar.

Vi cac bd loc soi, cac tiéu thé trén khong da duoc thu thap bfmg cac
co ché dong chat (impaction), ngdn chan (interception) va khuéch tan
(diffusion).

4.1. Bong chat

Khi dong khi mang cac phan tir chay quanh dng gop (collector), thi
céc phan tu nay s¢ theo luong khong khi cho t61 khi ching 1€ ra quanh 6 ong
gop. Cac t1eu thé nho khéi luong cua chung s& c6 dong luong (st day toi)
day du dé tiép tuc chuyén dong hudng t6i dng hinh try va choc thing dong
khi (Hinh 9.3). Hiéu suét thu gom bang co ché dong chit (77ip ) theo quan

tinh 1a mot ham cua sb Stokes va Reynolds nhu sau:

2

C,p,d2vy Dy 9.29
Moy = [ (N, Ny, ) = | L2220, Zelol ©-29)
18uD, )7,

Trong d6: Ng; 1a sb Stokes p mat do, Po mat d6 cac phan ti, d, dudng
kinh phan tir, D. duong kinh dng gop, W toc do chat long nguoc hudng
khong bi x40 tron, ¢ do nhét luu chét (nudc va khi), Crla yeu td hiéu chinh
Cunningham. Gia tri cua Cy co thé duoc ude luong tur su hiéu chinh theo
kinh nghiém duoc phat trién boi Davis (Strauss 1975):

d
c, =1+= 2211257 + 0,400 exp| — 11022 (9.30)
d, 21

Trong do: A 1a duong di tu do trung binh cua cac phan tr khi dya trén
phuong trinh Chapman-Enskog:

aolm )M, 9.31)
0,499 J\ 8RT

Vi M,, trong lugng phan tir cua cac phan tir khi.
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Yvy

YvYY

A~

Hinh 9.3. Kiéu ludng khi quanh soi hinh dng, cho thdy huéng di ciia cic phan tir
duogc thu thap boi sy dong chat theo quan tinh.

Hiéu suét Nimp dugc dinh nghia 1a phan tir nho tiép cin véi dng gop
dong chat.
Ny
N3, +0,77N¢ +0,22

Mimp = cho Ny, =10 (9.32)

Trong d6: Ny, 1a s6 Reynolds ctia 6ng gop.
Mot twong quan khac dwoc d& xuat boi Friedlander (1967) 1a:

nimp = 0’075]\[;,[2 (9‘33)
Nhu vay, hi¢u suat tang lén vdi viée tang duong kinh phﬁn ttr hodc tde
do dong khi.

4.2. Ngén chan

Mo hinh déng chit theo quéan tinh thira nhan cac phan tir c¢6 khoi
lwong, va vi thé c6 quan tinh, nhung khéng c6 kich thudc. Mot co ché ngin
chian duoc xem nhu 1a & d6 cac phén tr ¢6 kich thudce, nhung khong céd khdi
lwong, va vi thé chung co6 thé theo dong khi chuyén dong quanh éng gop.
Néu dong khi di qua gan da bé mit cua soi, thi cac phan tir s& tiép xtc véi
so1 va bi loai bo (Hinh 9.4). Hiéu suit ngén’chén (77int) phu thudc vao ty 1¢
cua duong kinh phan tur voi duong kinh cua ong gop (x =d, /D, ):
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1
2,002~ In N,

Mt = [(l +x)In(1+ x) — M} (9.34)

2(1+ &)

n,, dugc phat trién bang cach dung phuong trinh téc d6 dong chay
ciia Langmuir (Strauss 1975). Ty 1& x duoc xem nhu 1a thong s6 ngin can.
Hiéu suat thu gom bang ngan chan tang 1én cung voi viée tang kich thude

clia cac phan tir.

Hinh 9.4. Kiéu ludng khi quanh soi hinh dng, cho thiy co ché thu thap ngan chan.

YYy

YYyy

4.3. Khuéch tén

Céc phan tir c6 dudng kinh nho hon khoang 1 micron (pm) biéu 16 mot
sur chuyén dong Brown c6 cuong do du dé tao ra su khuéch tan. Néu dong
chay chira cac phan tir ndy t6i gin dng gop thi cac phan tir ndy s& va tring dng
g6p va bi loai bo. Nguoc voi hai co ché trudce, hiéu suat thu gom bang khuéch
tan tang 1én cling véi viée giam kich thudc phan tir hodc toc do khong khi.
Kich thudc dic trung ctia cac phan tir duge thu gom bang co ché nay 1a nho
hon 0,5 um. Hiéu suét thu gom bang khuéch tan (74¢) c6 thé wéc luong bang
mot phuong trinh tuong tu phuong trinh Langmuir nhu sau (Strauss 1975):

_ ! _2Q2+2) (9.35)
it = 5,002—In N, {(l +2)ind+2) 2(1+2) }

Trong do: Z 1a thong s6 khuéch tan, dugc dinh nghia nhu sau:

3
Z = {2,24(2,002 —InNg, ) Dy, } (9.36)
< vD

c
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V6i Dg, 14 sy khuéch tan do chuyén dong Brown.
Friedlander (1976) da goi y su twong quan sau:
Ngr = L3N +0,7x7 (9.37)
Trong d6: Np. 1 sb Péclet, mot thong sd khong c6 thir nguyén quan
trong trong 1y thuyét khuéch tan déi luu. N6 duoc dinh nghia nhu sau:
_ VODC

NPe - DBr = NReNSc (938)

Vi Nee 12 86 Schmidt, dugc dinh nghia nhu sau:

U

NSc =
prD

(9.39)

Br

Su khuéch tan nhod chuyén dong Brown cho cac phan tir ¢ kich thude
nho hon micron (submicron) cé thé dugc udc lugng tir bicu thure:

CkT
Br — 37Z'/Jdp

Trong d6: & 13 hang sé Boltzmann (1,38054x107 J/°K).

(9.40)

4.4. Co ché két hop

Hiéu suit thu gom téng s6 ciia bd loc sgi thu duoc tir hiéu qua phéi
hop ctia ba co ché co trude. Mot phuong thie don gian dé phdi hop hiéu
suat thu gom cta cac co ché khic nhau 1a bd sung ching cing véi nhau.
Nhung diéu ndy di goi ¥ 1a cac phén tir ¢6 thé dugc thu gom khong chi mot
lan. Mot hudng tot hon 13 dung méi twong quan sau:

n.=1-(1- Timp YA =17, = 74¢) (9.41)

Pay 1a yéu t6 chi cho phép cac phan tir khéng duoc thu gom bang co
ché nay thi duoc thu gom bang co ché khac. Thay thé phuong trinh (9.32),
(9.34) va (9.35) vao phuong trinh (9.41) s& cho két qua trong mbi twong
quan d6i v6i hiéu sudt thu gom bang cac co ché két hop (combined
mechanism, 77, ). Pasceri va Friedlander (1960) da hiéu chinh hi¢u suat thu

gom két hop nhu sau:
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6 22705
N2/3NOS +3K NReE (9.42)

Sc Re.

.=

Nhu da dé cap, v6i viée ting tbc do dong khi bé mit thi Mimp V& i
tang trong khi 77, giam. Vi thé, higu suat thu gom phdi hop thudng gidam
t61 mot diém tdi thiéu va sau do ting cing véi viée ting tbe do dong khi bé
mat.

VI. Céc ky hiéu
A dién tich mat cat cua su chuyén nhiét xudt hién trong khi tiét
trung, m’

Cr yéu té hiéu chinh Cunningham, khéng c6 thir nguyén

C, mat do sb luong té bao, sb luong té bao/m’
c nhiét dac trung ctia méi truong, J/kg’K
D hé s6 phan tan quanh truc

Dz, su khuéch tan do chuyén dong Brown, m?/s

D, duong kinh 6ng gop, m

d, duong kinh phan tir, m

d; duong kinh éng, m

E, nang luong hoat dong cho su ti€u diét té bao béng nhiét trong
phuong trinh Arrhenius, J/kmol

H enthapy cta hoi nudc li€n quan véi nhiét d§ cua moi truong

chua nau chin, J/kg

luéng té bao do su phan tan quanh truc, m2s’!

héng sé Boltzmann: 1,38054x10 J/°K hodc 1,38054x107"° erg/°’K

tdc do chét dic trung, s hoac kg/m3 /s

chiéu dai cua bo phén gitt, m

khdi lwong ban dau clia moi trudng trong ndi tiét tring mé, kg

trong luong phan tur cia cac phan tur khi, kg/kmol

s RIS Y&

tdc d6 dong chay cua khdi hoi nudc, kg/s

me tdc dong chay ctia khdi chat 16ng 1am ngudi, kg/s
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NPe
NRe
N
NSC
Ns

HL

Re,

s0 Péclet (iL/D hoic voD/Dj,), khong thir nguyén

sd Reynolds (dup/u), khong thir nguyén

s6 Reynolds ctia 6ng gop (Devgp/us), khong thir nguyén
s6 Schmidt (14/pDg;), khong thir nguyén

s6 Stokes (Cyp,d,’vo/18 uDc), khong thir nguyén

s6 té bao trong hé thong

tde do truyén nhiét, J/s

hang s6 khi: 8,314x10° J/kmol°K hoic 8,314x10” erg/mol°K
dién tich mat cit cla 6ng, m>

nhiét do tuyét dbi, °K

nhiét do tuyét d6i ban dau ciia moi truong, °K

nhiét do tuyét d6i cua bon nhiét, °K

nhiét do tuyét d6i ban dau cua bdn nhiét, °K

nhiét d6 tuyét dbi ciia ngudn nhiét, °K

thoi gian, s

hé sb chuyén nhiét toan phan, J/s m*°K

tbe do, m/s

tde do trung binh, m/s

tbc do chat long trong pham vi khong gian tréng cua bo loc,
m/s

tdc do chat long nguoc hudng khong bi xao tron, m/s

khéi lwong moi trudng trong hé thdng tiét tring, kg

khoang cach dinh hudng-x, m

thong s6 khuéch tan dugc dinh nghia trong phuong trinh (9.36),
khong thtr nguyén

hiéu suat thu gom, khong thir nguyén

ty 1¢ cia phan tir va duong kinh ong gop (d,/D.), khong thu
nguyén

duong di tu do trung binh cia cac phan tir khi, m

d6 nhét luu chat (nudc va khi), kg/m s

d6 nhét chat 1ong, kg/m s
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Yo, mat d9o, kg/m3
p,  matdd cac phan tir, kg/m’
T thoi gian luu trung binh, s

\% tiéu chuén thiét ké cho sy tiét tring, khong thir nguyén
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Chuong 10
Khudy trén va théng khi

I. Mé diu

Mot trong nhiing nhan t6 quan trong can dwoc luu ¥ khi thiét ké hé 1én
men d6 13 kha nang khudy tron thich hop cac thanh phan ctia nd. Cac van dé
chinh ciia sy khudy tron trong hé 1én men 1a sy phén tan ciia cac bong bong
khi, tao huyén phii cac co thé vi sinh vét (hodc té bao thuc vat va dong vat)
va ting cuong su chuyén nhiét va chuyén khdi trong moi truong.

N6i chung, hau hét cac chit dinh dudng déu c6 kha ning hoa tan cao
trong nudc, do d6 trong thoi gian 1én men néu chi dé phan bd déu moi
truong khi céc té bao tiéu thy chat dinh dudng thi sy khuay tron khong that
can thiét. Tuy nhién, & trudng hop oxygen hoa tan thi ngudi ta lai rit mong
mubn c6 mot sy khudy tron t6t vi kha nang hoa tan ctia né trong moi trudng
1én men 1a rat kém, trong khi yéu cdu oxygen cho su sinh truéng cua cac vi
sinh vat hiéu khi (hodc té bao thuc vat va dong vat) lai rat cao.

Vi du: khi oxygen dugc cung cép tr khong khi, néng d6 cuc dai dac
trung cua no trong dung dich nudc 1a tir 6-8 mg/L. Nhu ciu oxygen cua té
bao, mic du co thé phu thudc rat 16n vao loai té bao, thuong 1a khoang 1 g/LL
gi0. Ngay ca khi moi truong 1én men dugc bao hoa hoan toan véi oxygen,
thi oxygen hoa tan s& dugc co thé tiéu thu it hon mot chut néu nhu n6 khong
duoc cung cap lién tuc.

O quy mé phong thi nghiém, su khudy tron dugc tao ra nho may lic
(shaker) 1a thich hop dé nuéi cdy té bao trong cac binh thiy tinh hodc dng
nghi¢m. Cac may lac vong hodc lac ngang tao ra mot su phéi tron nhe va
trao d6i khi bé mit rat hiéu qua. Trudong hop 1én men & quy mo pilot hodc
quy md san xudt, sy khudy tron thudong duoc tao ra bang cach khudy co hoc
¢6 hodc khong cé suc khi. Phd bién nhét 1a sir dung loai canh khudy
(impeller) tao ra dong chay toa tron véi sdu canh khudy mong duoc gin vao
trong mot dia, goi la turbine dia c6 canh khqu mong (flat-blade disk
turbine) hodc Rushton turbine (Hinh 10.1 va 10.2).

Céac canh khudy dong toa tron (cac mai chéo va turbine) tao ra dong
chdy toa tron tu canh cia turbine hudng téi vach ngan cua binh nudi
(vessel), trong d6 dong chay chia ra theo hai huong: mot hudng di 1€n doc
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theo vach, 1di di trd vao ving trung tim theo bé mat chat 1ong, va di xubng
vung canh khuay doc theo truc khuay. Mot huong khac di xudng doc theo
véach va day, sau do di vao vung canh khuay.

P4

J~<N

L |

Hinh 10.1. So dd Rushton turbine.

- @(\4?

le——— 4 x vach ngdn

Rushton turbine
BO phan phun khi

Hinh 10.2. So d6 binh 1én men c6 canh khudy.

Mit khéc, cac canh khudy dong chay theo truc (canh quat va cac mai
chéo khong bang phang) tao ra dong chay di xudng day binh, sau d6 di 1én
doc theo vach va quay xudng ving trung tdm ciia canh khudy. Vi thé, cac
turbine dia c6 canh khudy mong c6 uu diém han ché doan mach (short-
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circuiting) ctia khi doc theo truc truyén dong (drive shaft) nhd su nén khi,
dua vao tu phia dudi, doc theo hudng vao trong voi thoat (discharge jet).

1. Con dwong chuyén khoi

Con dudng cua cac chat khi tir mot bong bong vao mot co quan tir
trong té bao c6 thé dugc phan chia trong mot vai budc nhu sau:

a. Chuyén tir khi nén (bulk gas) trong mot bong bong tdi mot 16p khi
tuong doi nguyén chat (relatively unmixed gas layer).

b. Khuéch tan thong qua 16p khi twong dbi nguyén chét.

c. Khuéch tan thong qua 16p chit 1ong twong ddi nguyén chit quanh
bong bong.

d. Chuyén tir 16p chit long tuong dbi nguyén chét t6i khéi chét 1ong
nén (bulk liquid).

e. Chuyén tir khéi chat l1ong nén t6i mot 10p chat long tuwong ddi
nguyén chat quanh mét té bao.

f. Khuéch tan thong qua 16p chét 16ng tuong ddi nguyén chat.

g. Khuéch tan tir bé mat ctia mot té bao téi mot co quan tir ma trong
do6 oxygen da bi ti€u hao.

Céc bude ¢ va e 1a cham nhat. Sy khudy tron va thong khi sé& ting
cuong toc do chuyén khoi trong cac budc nay va ting dién tich tuong tac
gitra khi va chat long.

Chuong nay trinh bay mot s6 mdi tuong quan khac nhau d6i véi su
chuyén khoi long-khi, dién tich twong tac, kich thudc bong boéng, su tic
nghén khi, su tiéu thy cong suat khudy va hé s thé tich chuyén khéi, d6 1a
nhitng cong cu quan trong dé thiét ké va hoat dong cac hé 1én men. Sy toi
han dbi voi viée ting quy mo san xuét va sy khudy tron nhay cam véi luc
truogt cling dugc trinh bay. Pau tién, chiung ta tim hi€u céc khai niém co ban
ctia su chuyén khdi ma quan trong 1a hiéu dugc su chuyén khdi 16ng-khi
trong h¢ 1én men.

II. Céac khai niém co ban vé chuyén khoi
1. Sy khuéch tén phan tir trong chat long

Khi néng d§ ctia mot thanh phan bién thién tir mot diém nay dén mot
diém khéc, thi thanh phan nay c6 xu hudng chdy theo hudng lam gidm
nhiing su khac biét cuc bo trong nong do.
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Dong phan tir ciia cdu tir A lién quan voi van tdc phan tir trung binh
cua tat ca cau tu J, 1a ty 1€ voi gradient nong d6 dC,/dz khi:

dC, (10.1)

JA =_DAB Az

Phuong trinh (10.1) 1a dinh luat thir nhat cua Fick duoc viét cho chiéu
z. Ky hiéu D 3 trong phuong trinh (10.1) biéu dién kha nang khuéch tan ciu
tor A vao B, ttrc 1a gia tri do do chuyén dong khuéch tan cta no.

Dong phan tir cia A lién quan voi toa d6 cb dinh (stationary
coordinate) N, 1a bang:

C dcC 10.2
NA:_A(NA+NB)_DAB A ( )
C dz

Trong d6: C 1a ndng do tong sb cia cac cu tir A va B, va Np 1a dong
phan ttr cua B lién quan véi toa d6 ¢b dinh. Ddi v6i dung dich lodng cia cau
to A thi:

1.1. Su khuéch tan

Ly thuyét dong hoc chat 1ong khong ¢ nhidu wu diém so vai chét khi.
Vi thé, mbi twong quan cho kha ning khuéch tan trong chit 16ng 1a khong rd
rét nhu trong cac chat khi. Trong s nhimg mdi twong quan da duoc dé cap,
thi twong quan Wilke-Chang (1955) dugc st dung rong rii nhit cho cac
dung dich lodng cua cac chat khong dién phan:

Do LI73x107"°(EM )T (10.4)
- ,Ungfﬁ

Khi cac dung méi 1a nude, Skelland (1974) di gidi thiéu st dung mdi
tuong quan dugc phat trién bai Othmer va Thakar (1953):

1L112x107" (10.5)

L7/ 0.6
iy

o —_—
DAB_
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Hai mdi twong quan cho truéc khong phu hop vé thir nguyén, vi thé
cac phuong trinh st dung don vi SI nhu sau:

D°, kha niang khuéch tan cua A trong B, trong mot dung dich rat
lodng, m*/s

Mp khbi lwong phan tir cia céu tor B, kg/kmol

T nhiét do, °K

u  tbc do hoa tan, kg/m/s

Vys thé tich phan tir hoa tan & diém s6i binh thudng, m’/kmol
(0,0256 m’/kmol cho oxygen)

£ yéu td két hop dbi v6i dung moi: 2,26 dbi véi nuoc; 1,9 dbi véi
methanol; 1,5 di vdi ethanol; 1,0 cac dung moi khong két hop
nhu benzene va ethyl ether.

2. Hé s6 chuyén khoi

Dong chay khdi (mass flux), toc do chuyén khdi gg trén don vi dién
tich, ty 1¢ v&i su chénh I¢ch né)ng do. Néu mot chét hoa tan chuyén tur pha khi
vao pha 1ong, thi dong chay khéi ctia n6 tir pha khi t6i bé mat chung N la:

Ng :qf:kG(CG_CG,) (10.6)

Trong do: C,; va C; 1a ndng do khi mit bién (gas-side concentration)

turong tmg & phan chinh va ving phan giéi (bé mit chung) (Hinh 10.3). k¢ la
hé s6 chuyén khéi riéng r& cho cho pha khi va A 1a dién tich ving phan gioi.

Tuong tw, dong chay khdi ciia pha 16ng & mat bién (liquid-side phase)
N, L la:
N, =T=k(C, - C) (109

Trong d6: k; 13 hé s6 chuyén khdi riéng 1& ddi voi pha long, g, 1a tdc
d6 hap thy khi.

Do luong chat hoa tan dugc chuyén tir pha khi t6i viing phan giéi phai
bang lugng chét hoa tan tir ving phén gidi toi pha 1ong, nén:
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Ng=N; (10.8)
Khi Long CG kL /kG
CG /CLI CGi

c, C,

1

Hinh 10.3. Profile ndng d6 & gan vung phan gi6i khi-long va mot dudng cong &
trang thai cin bang.

Thay phuong trinh (10.6) va (10.7) vao trong phuong trinh (10.8) ta
duoc:

Co—Cq K (10.9)

Phuong trinh (10.9) c6 d§ dbc cia dudng cong két ndi (C,,C,)
va(C, ,C, ) nhu trinh bay & hinh 10.3.

Str dung phuong trinh (10.6) hodc (10.7) dé xac dinh hé sb chuyén
khdi gap nhiéu khé khin do ching ta khong thé do ndng do cta ving phan
giéi C L hoic Cq - Vi thé, dé thuin loi cho viéc xac dinh toan bo hé so

chuyén khdi c6 thé dung phuong trinh sau:
Ng=N,=K;(C;s =C5)=K,(C; -C)) (10.10)

Trong d6: C, 1a ndng d6 khi & mit bién s& can bang voi ndng do khi
hién dién trong pha l1éng. Tuong tu, C; 1a ndng do chit 1ong & mat bién s&
can bang voi nong do chat 1ong hién dién trong pha khi. Nhimng thong sb
nay dé dang doc tir dudng cong & trang thai can bang trinh bay ¢ hinh 10.4.
K¢ va K; duoc dinh nghia lai 1a cac hé s6 chuyén khdi toan bo twong ung
cho céc mat bién cua khi va léng.
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Co

Cai Hinh 10.4. Dudng cong &
trang thai can bang giai thich

y nghia cta C; va C,.

CL Cu C,

3. Co ché ciia chuyén khoi

Mot vai co ché khac nhau da duoc dua ra cung cap co so cho 1y thuyét
chuyén khéi gian ky (interphase). Ba co ché t6t nhat duoc biét 1a: thuyét hai
mang (two-film), thuyét thim qua (penetration) va thuyét phuc hdi bé mit
(surface renewal).

3.1. Thuyét hai mang

Thuyét nay gia thiét rang dic tinh khé di chuyén hoan toan duoc bao
gdm trong hai mang gia & bén nay hodc bén kia ving phan gi6i, trong d6 su
di chuyén xay ra nho khuéch tan phan tir. M6 hinh nay dan dén két luan
rang hé sb chuyén khdi k; ty 1& voi kha nang khuéch tan Dy va ty 1& nghich
v61 d§ day cua mang z; nhu sau:

k, =42 (10.11)

3.2. Thuyét thim qua

Thuyét nay thira nhan rang xody nudc hdn loan di tir phan chinh cta
pha téi viing phan gidi, & d6 chung duy tri mot thoi gian phoi khong doi .
Chat hoa tan duoc thira nhan 1 thdm vao trong xody nudc c6 sin & ving
phan giéi boi mot qua trinh khuéch tan phan tir ¢ trang thai khong 6n dinh.
Mo hinh nay dy bao rang hé s6 chuyén khéi ty 18 truc tiép v6i cin bac hai
ctia kha ning khuéch tan phan ti:
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1/2
(10.12)
A2

Trong d6: 7 14 ap suét tuyét ddi.

3.3. Thuyét phyc hdi bé mit

Thuyét nay dé xuit rfmg c6 mot gidi han thoi gian vo tan cho cac nhan
t6 bé mit va ham phan bd tudi bé mit (surface age). Ly thuyét nay du bao
mot 1an nita hé sb chuyén khéi ty 16 v6i cin bac hai cia kha ning khuéch tan
phan tu:

k, =(sD )" (10.13)

Trong do: s 1a tde do phan doan cta sy phuc hdi bé mat.

Tat ca 1y thuyét noi trén doi hoi phai biét mot sd thong sb chua xac
dinh nhu: d¢ day mang cé that z; thoi gian phoi ¢ hodc téc do phan doan
cua sy phuc hdi bé mit s. Noi chung, nhitng tinh chét nay it dugc biét dén,
dén muc ca ba 1y thuyét 13 khong hoan chinh. Tuy nhién, nhing ly thuyét
nay gitp ching ta hinh dung co ché chuyén khdi ¢ ving phan gidi va clng
biét sy phu thugc ham mt cua kha nang khuéch tan phan tir trén hé sb
chuyén khdi.

III. X4c dinh vang phan giéi
Pé tinh toan téc do hap thu khi ¢; ctia phuong trinh 10.7, chung ta can
biét dién tich ving phan gidi khi-1ong 13 thong s6 c6 thé do duogc bang cach
tmg dung mot vai ky thudt nhu 1a chup anh, truyén sang va quang pho laser.
Dién tich ving phan gidi (a) trén mot don vi thé tich ¢ thé duoc tinh
toan tir duong kinh trung binh Sauter D, (m) va phan doan thé tich ctia pha
khi H, nhu sau:

6H (10.14)
D32

a =
Puong kinh trung binh Sauter, mot gia tri trung binh ctia bé mat thé

tich, c6 thé dugc tinh toan bang cach do cac kich thude giot truc tiép tir cac
hinh anh cua d6 phan tan theo phuong trinh sau:
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S (10.15)
_ ;nl 1
ZniDl.2
i=1

Xac dinh kich thudc cac giot bang hinh anh 1a phwong phap d& lam
trong s6 nhiéu ky thuat xac dinh do né khong doi hoi sy dinh ¢ trude
(calibration). Tuy nhién, dé chup mot btrc anh rd rang c6 thé 1a rat kho khan
va doc cac burc anh nay la mot cong viéc don di¢u té nhat, tén nhiéu thoi gian.
Céc burc anh c6 thé chup thong qua chan dé hodc thanh bén cua binh 1én men.
Dé loai bo tinh trang khong 16 rang do bé mit bi cong cta thanh binh, binh
1én men c6 thé duoc cho ngap chim trong mét cai thung hinh chit nhat hoic
mot tai nude duoc gin trén thanh. Nhuoc diém cia phuong thic nay d6 1a
viéc do kich thudc giot bi han ché dbi véi nhitng ving gan thanh binh, 14 noi
khong thé dai dién cho toan bo sy phén tan trong h¢ 1én men.

D32

Su phan bd kich thudc giot c¢6 thé duoc do gian tiép bang cach dung
k¥ thuat truyén sang. Khi mot chum sang di qua mot ving c6 do phan tan
khi-léng, thi anh sang dugc toa ra bdi cac bong bong khi. Nguoi ta nhan
thdy rang d6 thi cua ty 18 dap tat (ham thuan nghich cua do truyén sang 1/7)
dua theo dién tich vung phan gidi trén mot don vi thé tich cua do phan tan a,
tao ra mot duong thrflng, nhu sau:

1
L +mya (10.16)
T

Vé ly thuyét, my la phﬁn tir don vi, con m, 1a mot héng s6 doc 1ap cua
su phan bé kich thudc giot véi diéu kién 1a tit ca cac bong bong khi gn nhur
hinh cau.

K¥ thuat truyén sang dugc sir dung thuong xuyén nhét cho viéc xac

dinh kich thudc trung binh cua bong bong khi trong sy phan tan khi-long.
K¥ thuat nay c6 mot s6 wu diém nhu do nhanh va hoat dong truc tuyén.

IV. Tic nghén khi

Téc nghén khi 1a mot trong nhitng thong sb quan trong nhit mé ta
thuy dong hoc cua hé 1én men. Tac nghén khi tiy thudc chu yéu vao van tde
bé mit cta khi va sy tiéu thu cong suit, va thuong 1a rat nhay cam vdi cac
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tinh chét vat Iy cta chét long. Tac nghén khi c¢6 thé duoc xac dinh dé dang
bang cach do mirc d6 chat 1ong duoc thong khi trong sudt thoi gian hoat
dong (Zr) va miic do chat 1ong sach (Z;). Nhu vay, viéc tic nghén khi trung
binh tiéu phan H dugc tinh theo cong thirc sau:

Z,-Z, (10.17)
ZF

H =

1. Phun khi (sparging) bang khudy trén khéng co hoc
D6i véi mot hé thdng hai pha, trong d6 pha lién tuc duy tri & chd thich
hop cua no, thi sy tic nghén khi s lién quan vdi van tdc khi bé mat ¥, va
van toc ting bong bong khi Vy:
- V, (10.18)
VetV

Akita va Yoshida (1973) di dit méi twong quan tic nghén khi d6i voi
viéc hap thu oxygen & cac dung dich nuéc khac nhau trong cot bong bong
nhu sau:

H o ofePin.) (e02) (7 (10.19)
(1-H)* o v’ JgD,

Trong d6: g 1a gia téc do trong luc, D, 1a duong kinh cot bong bong,
va ola ap luc bé mat, v, 1a thé tich chat 1ong cta pha lién tuc, va p. 1a mat

dd cua pha lién tuc.

2. Phun khi bang khudy trén co hoc

Calderbank (1958) da dat méi twong quan tic nghén khi ddi voi viée
phan tan long-khi dugc khudy tron bang turbine dang dia c6 canh khudy
mong nhu sau:

1/2 04 _ 02 1/2 10.20
H=(V;H] +(2,16x10_4){—(P’”/v) Pe }(Kj (1020

0_0,6 I/t

t

Trong d6 2,6x10™ ¢6 don vi (m) va ¥, = 0,265 m/s khi kich thugc
bong béng & trong khoang 2-5 mm dudng kinh, P, 1a cong suét bi tiéu hao
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do canh khudy trong sy phén tan chat 1ong dugc thong khi, va v 1a thé tich
chat long.

Truong hop van tdc khi bé mat cao (Vs> 0,02 m/s), thay P, va V; clia
phuong trinh (10.20) bang cach dua vao cong suat hiéu qua P, va V, + V,
tuong ung.

V. Xic dinh toc dd hip thu oxygen

DPé udc luong cac thong sd thiét ké dua oxygen vao hé 1én men,
chiing ta c6 thé st dung cac mdi twong quan duoc trinh bay trong cac
phan truéc day, ing dung cho mot pham vi rong cac hé thong khi-long
b6 sung vao hé théng nudc-khong khi. Tuy nhién, phuong thic tinh toan
nay dai dong va cac gia tri du bao tir nhing mdi twong quan niy co thé
thay d6i rat nhiéu.

Ciing ¢ truong hop chung ta ciing khong thé tim thiy cac mdi
twong quan thich hop dé 4p dung cho kiéu va thé tich cua hé 1én men
mudn st dung. Trong nhimng truong hop nhu thé, chung ta c6 thé tu do
tbc d6 chuyén oxygen hodc dung cac mdi tuong quan dua trén nhing thi
nghiém nay.

Téc d6 hap thu oxygen trén mot don vi thé tich g./v co thé duoc
udce luong nho phuong trinh:

= Ka(C €)= kya(C; - Cy) (1021)

Do oxygen la loai khi it hoa tan, nén h¢ sb chuyén khdi toan bd K,
bang hé s chuyén khdi riéng r& k;. Muc tiéu ctia chung ta trong thiét ké
hé 1én men 1a cuc dai hoa tbe do chuyén oxygen vd&i su tiéu thu cong suét
t6i thiéu can thiét dé khudy tron chat 1ong va ciing giam thiéu luu toc khi.
DPé cuc dai hoa toc do hép thu oxygen, chung ta phai cuc dai hoéa k;, a,
C, — C, . Tuy nhién, sy khac biét ndng do dugc han ché hoan toan bai vi
gia tri Cz dugc gidi han bdi kha ndng hoa tan cuc dai rat thép cta no. Vi
thé, cac thong sé quan tim chinh trong thiét ké 1a h¢ s6 chuyén khéi va
dién tich vung phan gioi.

Bang 10.1 liét ké kha nang hoa tan cua oxygen ¢ 1 atm trong nudc
dudi cac nhiét do khac nhau. Céac gié tri thu dugc la néng do oxygen cuc
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dai & trong nuéc khi no & trong sy cin bang véi oxygen tinh khiét. Kha
ning hoa tan nay giam khi c6 bo sung acid hodc mudi nhu trinh bay &
bang 10.2.

Béang 10.1. Kha nang hoa tan oxygen trong nudc 6 1 atm.

Nhiét do Kha nang hoa tan
(&) mmol O,/L mg O,/L
0 2,18 69,8
10 1,70 54,5
15 1,54 493
20 1,38 442
25 1,26 40,3
30 1,16 37,1
35 1,09 34,9
40 1,03 3,0

Bang 10.2. Kha ning hoa tan ctia oxygen trong dung dich mudi hodc acid & 25°C.

Nbng d6 Kha néang hoa tan (mmol O,/L)

(mol/L) HCl H,SO, NaCl
0,0 1,26 1,26 1,26
0,5 1,21 1,21 1,07
1,0 1,16 1,12 0,89
2,0 1,12 1,02 0,71

Thoéng thudng, ching ta st dung khong khi dé cung cdp nhu cau
oxygen cho hé 1én men. Nong dé cuc dai cua oxgen trong nudc & trong
su can bang v6i C, khong khi & ap suat khi quyén 1a khoang mot phan

muoi lam cta kha nang hoa tan da duoc liét ké, theo dinh luat Henry:
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* l’O2

Cl=—1t2%_ (10.22)
H, (T)

Trong do: p,, la ap sudt tirmg phan (partial pressure) clia oxygen va
H, (T)la hing sd oxygen cua dinh luat Henry & nhiét do T. Gid trj cta
hing s6 dinh luat Henry c6 thé thu dugc tir cac kha ning hoa tan duoc
liét ké ¢ bang 10.2. Vi du: ¢ 25°C, CZ la 1,26 mmol/L va Po, la 1 atm do
n6 1a oxygen tinh khiét. Bing cach thay thé cac gia tri ndy vao trong
phuong trinh (10.22), ching ta thu dwgc H, (T)1a 0,793 atm L/mmol. Vi
thé, ndng d6 oxygen cén bang cho su tiép xtc nudc-khi & 25°C sé 1a:
. _ 0,209 atm
t 0,793 atm L/mmol

= 0,264 mmol O,/L = 8,43 mg/L

Theo diéu kién 1y tudng, tbc d6 chuyén oxygen phai duge do trong
hé 1én men chira moi truong dinh dudng va té bao trong sudt qua trinh
1én men thuc té. Tuy nhién, diéu nay kho tién hanh do ban chit phic tap
clia mdi trudng va su thay d6i luu bién hoc (rheology) trong sudt qua
trinh sinh truong cta té bao. Phuong thirc chung 1a str dung mot hé thong
tong hop xap xi nhu cac diéu kién cua qua trinh 1én men.

1. Phuong phdp oxy hoa sodium sulfite

Phuong phap oxy hoa sodium sulfite dua trén nguyén tic oxy hoa
sodium sulfite thanh sodium sulfate vo1 su ¢6 mat cua chat xuc tac (Cu2+
hodc Co”") nhu sau:

2+ - 2+
Cu”" hodc Co

Na,S0O; + 1/20, ——— = Na,S0Oq (10.23)
Phan tmg nay c6 cac dic diém sau, dap tmg du cho viéc do toc do
chuyén oxygen:

- Téc @6 phan ung doc lap véi néng do cua sodium sulfite trong
khoang 0,04 dén 1 N.

- Tdc d6 phan tng nhanh hon nhiéu so véi toc do chuyén oxygen. Vi
thé tbc d6 oxy hoa duogc diéu chinh chi boi tc do chuyén khdi.
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Pé do tbc d6 chuyén oxygen trong hé 1én men, lam diy hé 1én men
béng dung dich sodium sulfite 1 N chura it nhét 0,003 M Cu*". Mo bd phan
suc va bat dau bam gio khi bong bong khi dau tién xuét hién trong hé 1én
men tr bd phan suc khi. Cho phép sy oxy hoa tiép tuc tur 4-20 phut, sau do
dig dong khi, b phan khudy trén va timer & cung mot thoi gian, roi 1dy
mau. Tréon mdi mau véi mot lugng du thude thir iodine chudn bang pipette
sach. Chuan d6 bang dung dich sodium thiosulfate chuin (Na;S,03) téi
diém cudi cua chét chi thi tinh bot. Mot khi oxygen dua vao duoc do, thi h¢
s6 thé tich chuyén khdi kza c6 thé dugce tinh toan bang cach dung phuong
trinh (10.21), trong d6 C; 12 bang 0 va C, 1a ndong d6 oxygen & trang thai
cin bang.

K¥ thuat oxy hoa sodium sulfite c6 han ché ctia n6 vi trong thuc té
dung dich khong thé x4p xi v6i cac tinh chat vat 1y va héa hoc cua moi
truong 1én men. Thém mot van dé nira 1a k¥ thuat nay doi hoi cac nong do
jon cao (1-2 mol/L), sy ¢ mit ctia cic ion nay c6 thé anh huong dén dién
tich viing phan gidi v, trong mot mic do thap hon, dén hé sé chuyén khdi.
Tuy nhién, ky thut nay hitu ich khi so sanh véi hiéu suét ciia cac hé lén
men va nghién ctru anh hudng cta su phat trién quy moé san pham va cac
diéu kién hoat dong.

2. Ky thuat tach khong khi

K¥ thuat ndy giam sat sy thay doi ndng do oxygen trong mot chat long
gidu oxygen duoc khir oxygen bang cach cho nitrogen di qua né. Dién cuc
ctia phép do cuc phd (polarography) thuong duge ding dé do nong do. Can
bang khéi trong mot binh nudi cho ra:

dC, (t x 10.24
st( ) = kLa[CL -C, (t)] ( )
Ly tich phan phuong trinh dé cho giita #; va t, cho két qua:
In M (10 25)
C,—C,(t) '
k,a=

tz _tl

Céng nghé té bao 182



https://nhathuocngocanh.com/

Tir phuong trinh trén kza c6 thé dugc tinh toan dua trén cac gia tri do
duogc Ci(t;) va Ci(t2).

3. Xac dinh truc tié’p

Trong k¥ thuat niy, ching ta do truc tiép ham luong oxygen cta dong
khi di vao va di ra khoi hé 1én men bang cach sir dung thiét bi phan tich
oxygen khong khi. Su hap thy oxygen cé thé dugc tinh toan nhu sau:

q, = QinCOZ,in o QoutCOZ,out (1026)

Trong d6: O 1a toc do dong khi.

Mot khi oxygen hap thu duoc do, thi kza c6 thé duoc tinh toan bang
cach dung phuong trinh (10.21), trong d6 C; 1a ndng dd oxygen cua chat
l6ng trong hé 1én men va C, 1a ndng do cua oxygen sé& ¢ trang thai can bang
v6i dong khi. Nong do oxygen cia chét 16ng trong hé 1én men c6 thé duoc
do bang mot bd cam bién oxygen truc tuyén (on-line oxygen sensor).

Néu thé tich ctia hé 1én men 1a kha nhé (< 50 L), thi su bién thién cta
(C, —C,) & trong hé 1én men ciing kha nhé. Tuy nhién, néu kich thuéc cua
hé 1én men 1a rat 16n, thi sy bién thién c6 thé c6 y nghia. Trong trudng hop
nay, gid tri trung binh logarithm (C, — C,) clia dong khi chay vao va chay ra
6 thé duoc str dung, khi do:

* _ (CZ_CL)M_(CZ_CL)

(CL - CL )LM - - (10.27)

In|(C; -C,), AC] —=C}),..]

4. Ky thuat dong luc hoc

Bang cach sir dung k¥ thuat dong luc hoc ching ta cé thé wéc lugng
gia trj ka d6i voi su chuyén oxygen trong sudt qua trinh 1én men thuc té véi
cac té bao va moi truong nudi cay thuc su. Ky thuat nay dya trén nguyén tic
clia su can bang oxygen cua nguyén liéu trong mot hé 1én men mé hiéu khi
trong lc cac té bao dang hoat dong sinh truong khi:

dc,
dt

=k,a(C, —C,) =1, Cy (10.28)
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Trong do: 7, 1a tdc do ctia ho hap té bao (g O,/g té bao giv).
Trong khi néng do oxygen hoa tan ctia h¢ 1én men la on dinh, néu dot

nhién ching ta ngit su cung cap khong khi, thi ndong do cua oxygen s& bi
giam (Hinh 10.5) véi toc do nhu sau:

dC
er =1,,Cy (10.29)

Vi kza trong phuong trinh (10.28) 13 bang 0. Vi thé, bang cach do do
doc cua duong cong C; theo 7, ching ta c6 thé ude lugng 7, C, . Néu ching
ta mé dong khi thém mét 1an nira, thi ndng do oxygen hoa tan s& duoc ting
1én theo phuong trinh (10.28), phuwong trinh nay c6 thé dugc sip xép lai dé
cho mot mdi quan hé tuyén tinh nhu sau:

" 1 (dC
C,=C——|—5+n,C 10.30
LT ka [ o Xj (10.30)
Ngat khéng khi
l Hinh 10.5. Ky thuét
dc, dong hoc cho viéc xac
CL dt dinh k..

X g . dC < Ry o a Al A s 2 .
Do thi cua C; theo 7 Ly 7o,Cyx s€ cho két qua mot dudng thang co
t

. 1 . , .
do doc ——— va mat phang y cua C, .

La
VI. Cac ky hiéu
A dién tich ving phan gi6i, m*
a dién tich vung phan gi6i khi-1ong trén mot don vi thé tich cta su

phan tan cho cac sb Reynolds ciia canh khudy thap, m™!
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C
Dyp

o
DAB

Ju

kLCl

T 00

Ny, Np
Ng, N

<

néng do, kmol/m’

kha nang khuéch tan cta ciu tor A vao B, tuc la gia tri do cua do
chuyén dong khuéch tan, m?/s

kha niang khuéch tan cua cau tir A trong mot dung dich B rat lodng
m*/s

dong phan tir ctia cdu tr A lién quan véi van tdc phan tir trung binh
clia tat ca cAu tir, kmol/m’s

hé s6 chuyén khoi toan phan, m/s

hé s6 chuyén khéi riéng r&, m/s

hé s6 thé tich chuyén khéi

gia tdc do trong luc, m/s’

tiéu phan thé tich (phan doan) cta pha khi trong sy phan tan, khong
c6 thur nguyén

dong khdi ciia A va B lién quan véi toa do ¢ dinh, kmol/m’s

dong khdi tir pha khi téi pha 16ng va tir pha long dén pha khi, twong
tng, kmol/m’s

ap suat tong s6, N/m’

cong suat hidu qua duogc dua vao nho phun khi va khudy co hoc, W
cong suat bi tiéu hao do canh khudy trong sy phan tan chat long
duogc thong khi, W

tdc do chuyén khoi, kmol/s

téc 6 dong khi, m’/s

tbc d6 phan doan cta sy phuc hoi bé mit, s!

thoi gian phoi cho 1y thuyét thAm qua, s

van tc khi bé mat, m/s

van toc tang bong bong khi, m/s

thé tich chat long, m’

thé tich chat 16ng cua pha lién tuc

mirc do chat 1ong duogc suc khi trong sudt thoi gian hoat dong, m

d6 day ctia mang trong 1y thuyét hai mang, m

do nhot, kg/m s

ap sudt tuyét doi, N/m?

mat do, kg/m3
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Pe mat do cta pha lién tuc
o ap luc bé mat kg/s”
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Phu luc
Mot so6 thuat ngir co’ ban

Agrobacterium tumefaciens. La loai vi khudn déat gay bénh cho thuc
vat hai 14 mam duoc st dung nhu cac vector ty nhién dé mang cac gen ngoai
lai (foreign gene) vao mo va té bao thuc vat. A. tumefaciens co chira mot
plasmid 16n kich thuéc khoang 200 kb goi 1a Ti-plasmid (tumor inducing
plasmid) chinh 1 tac nhan truyén bénh cho cdy. Khi cdy bi nhiém A.
tumefaciens qua cac vét thuong, biéu hién bénh rd nhét 1a cac khdi u duoc
hinh thanh & ngay chd iy nhiém. Sy hinh thanh khéi u sau d6 co thé tiép
tuc ma khong can thiét phai c6 sy hién dién cta vi khuan. Kha nang nay c6
duoc do A. tumefaciens da chuyén mot doan DNA cua Ti-plasmid (T-DNA),
c6 chira cac gen san xuét ra auxin va cytokinin, xdm nhdp vao hé gen
(genome) cua cay bi bénh.

Agrobacterium rhizogenes. Ciing 1a mét loai vi khuan dat gay bénh
cho thyc vat hai 14 mam. Co ché 1ay nhiém cua A. rhizogenes d6i v6i cay
cling tuong tu nhu A. tumefaciens, nhung trong vung T-DNA cua A.
rhizogenes chi co gen san xuét ra auxin, vi thé su thay déi hinh thai chinh
ctia thuce vat 1a chung tao ra rat nhiéu ré to (hairy roots) khi bi nhiém bénh.

Amino acid. La mot phan t¢ nhd c6é chira mot nhém carboxyl
(-COOH) va mot nhom amine (-NH3) ciing ndi véi mot nguyén tir carbon.
Amino acid l1a don vi co s& cua protein.

Apoptosis. Chét theo chuong trinh 1a mot hinh thie chét ty nhién cta
té bao theo mot chuong trinh duoc kich hoat ngi tai. Bac diém cua apoptosis
1a sy phan hay nhan té bao va ngung tu nhén, trong d6 cdc manh nhan duoc
bao boc bdi cac mang chira ca té bao chat, sau d6 duoc céac dai thuc bao tiéu
hoa

Bat dong té bao (cell immobilization). Cac k¥ thuat gin té bao voi
cac phén ttr 16n hodc trén cac bé mit duoc phan tach dé dang khoi dong san
pham. Phuong phap nay dam bao hoat dong lién tuc cua hé 1én men
(fermenter/bioreactor) khong bi nguy co rira troi té bao. Su bt dong ciing
6 thé cung cép cac diéu kién c6 loi cho su phan hoa té bao va su truyén dat
thong tin giita cac té bao, bang cach 4y da thuc ddy san phim c6 san luong
cac chat trao ddi thtr cAp cao. Mot s phuong phap bat dong té bao thuong
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duogc str dung do la: gén 1én bé mat, tao thé xép, st dung bao vi thé va tu két
khéi.

Bién di dong soma (somaclonal variation). Hi¢n tugng bién di di
truyén xuat hién ¢ cac té bao soma khong phan hoa (undifferentiation), cac
protoplast phan 1ap, cac callus va cac md nudi cdy in vitro. Nguyén nhan
ctia bién di chu yéu 1a do nhitng thay d6i vé s6 luong va cdu tric cua nhidém
sc the.

Bién ddi hau dich ma (post-translational modification). La nhiing
bién doi sau qua trinh dich ma, thay doi cac lién két hoa tri xay ra trong
chudi polypeptide, sau khi chudi polypeptide tich khéi ribosome va trude
khi tr¢ thanh protein hoat dong thuc su.

Bién nap (transformation). Qué trinh dua vao va dung nap mot cach
chac chian DNA ngoai lai trong té bao thuc vat bat luan bang cach gi dé co
dugc mot bién ddi di truyén thi déu dugc coi 14 bién nap thanh cong.

Bién nap gen gian tiép qua Agrobacterium tumefaciens
(Agrobacterium tumefaciens-mediate transformation). Ky thuat nay dugc
thiét ké dya theo phuong thirc gdy bénh & cdy hai 14 mam ctia vi khuan A.
tumefaciens dé chuyén DNA ngoai lai vao md thuc vat bang cach dong nudi
cay (co-cultivation) vi khuan tai to hgp v6i mo nudi cay ciia cay hai 14 mam
hodc cay mot 14 mam.

Bién nap gen bang vi dan (microprojectile). La ky thuat chuyén gen
nho siing ban gen (gene gun, bombardement). Nguyén tic clia phuong phap
nay la st dung cc vién dan vang hoic tungsten co kich thudc hién vi
(1-1,5 pm). Vi dan dugc tron véi DNA theo mot ty 1€ thich hop cung véi
cac chat phu gia va sau khi két tha DNA bao quanh vi dan, hdn hop duoc
lam kho trén trén mot dia kim loai mong kich thude 0,5-0,8 cm. Pia kim
loai dugc gin vao dau mot vién dan 16n (macroprojectile) lam bang nhya
hodc bong nén hay cac vt liéu nhe vira khit véi nong sung. Khi ban, ap suat
hoi day vién dan 16n di véi téc do cao. Ra dén dau nong, mot ludi thép min
can vién dan 16n lai, nhung cac vi dan van tiép tuc quy dao véi gia tdc 16n
dén dich va xuyén vao té bao. Mot ty 18 nhat dinh DNA ngoai lai hop nhat
v6éi DNA té bao va biéu hién, thuc hién qua trinh bién nap gen.

Bién nap gen bing vi tiém (microinjection). La k¥ thuat sir dung
pho bién trong cong nghé té bao dong vat (animal cell biotechnology). Trén
hién vi truong, DNA plasmid c6 thé dugc tiém vao protoplast va thuc hién
bién nap gen thanh cong & kha nhiéu d6i tuong thuc vat. Tuy nhién, k¥ thuat
nay hién nay it dugc cac phong thi nghiém str dung, vi thao tac vi tiém dudi
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kinh hién vi doi hoi thiét bi vi thao tac (micromanipulator) cuc nhay, thiét bi
kéo va mai kim tiém tir cac dng thuy tinh (puller) rat dat tién. Ngoai ra, né
con doi hoi k§ ning thao tac va sy kién nhan cao ctia k¥ thuat vién.

Bién nap gen nho xung dién (electroporation). Thiét bi dién xung
(electroporator) 13 thiét bi c6 kha ning tao ra cac xung dién trong thoi gian
rat ngin (5-6 phan nghin gidy) va ¢ dién thé (pulse strenght) chinh xéac
(500 V/cm) véi thoi gian tat dan (decay time) 20 ms. Protoplast duoc dit
giita hai tdm kim loai cach nhau tir 1-4 mm trong mot cuvette bang nhua. O
dién thé cao, xung dién tao cac 18 tam thoi (c& 30 nm) trén mang protoplast
va DNA bén ngoai c6 thé xdm nhap vao chat nguyén sinh.

Bién nap gen nho siéu am (ultrasonic). Sau khi tich, protoplast
dugc xur ly nhe béng siéu am co su hién dién cia DNA ngoai lai. Song si¢u
am sé& giup DNA di vao té bao va biéu hién.

Bién nap gen nho silicon carbide. Tinh thé silicon carbide c6 do
clng rit cao, khi lic véi té bao chiing ¢6 tac dung nhu cac mii kim nhoé dam
thing thanh té bao gitp DNA ngoai lai xdm nhap vao bén trong té bao.

Biéu hién gen (gene expression). Qué trinh phién mé va dich ma dé
tao ra san pham protein cua gen.

Cam wng (induction). Hormone gdy tao mot loai ciu tric, bd phan
hay mot qua trinh nao d6 trong diéu kién in vitro.

Cip base (base pair, bp). Hai nucleotide & hai chudi khac nhau cia
trén mot phan tr DNA mach kép bo sung véi nhau béi nhiing lién két
hydrogen: A-T hodc G-C va 1a don vi do chiéu dai ciia mot phan tir DNA.

Ciu disulfide (disulfide bridge). Mot lién két dong hoa tri tao thanh
giita hai chudi polypeptide qua trung gian ctia mot gbc cystine.

Caiy chuyén (passage hoic subculture). Chuyén té bao, m6 hay mau
vat nudi cdy sang binh nudi c6 chira mdi truong méi pha két hop vai tach
nhé hodc lam loang mat do dé nhan sd lugng.

¢DNA (complementary DNA). Mot phan tor DNA soi don bo sung
cho mot phan tr mRNA, duogc tong hop tir khuon miu mRNA nay nho
enzyme phién mi nguoc (reverse transcriptase). Sau d6 mRNA trong thé lai
mRNA-DNA bi phan hily bang enzyme RNase H, con sgi DNA s& duoc
dung lam khuon mau dé téng hop nén mot sgi DNA khac nho enzyme DNA
polymerase. Hai sgi DNA niy s& bat cip véi nhau dé tr¢ thanh phan ti
cDNA soi doi.
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Chit trao ddi thir cAp (secondary metabolites). Duong nhu day la
san pham cua cac phan tmg hoa hoc cua thuc vat voi moi trudng chung
quanh, 1a sy thich nghi véi stress ciia moi truong hodc 1a su bao vé héa hoc
chéng lai vi sinh vat va dong vat. Céc chét nay dugc san xuét v&i mot luong
rat nho (dang vét) trong thuc vat va khong ¢ chic ning trao doi chat rd
rang.

Chiing té bao (cell strain). Chung té bao gdm nhiing té bao c6 dic
diém riéng bi¢t dugc chon tir nudi céy khéi sinh hay dong té bao co trude.
Thudng phai néu rd ngudn gdc cua chung té bao trong cac cong bd khoa hoc
nhét 13 khi cac chung d6 ¢6 ngudn gdc tir cac phong thi nghiém khac.

Chiing phu (substrain). Pugc tich va nhan tir mot nhom té bao cua
mot chiing v6i nhitng tinh trang ma chung bd me d6 khong co.

Cosmid. La cac vector dac bi¢t duoc xay dung boi plasmid va dau cos
clia bacteriophage A, ding dé tao dong cac doan DNA c6 kich thudc 16n
(trén 45 kb) cua eukaryote. Cac thanh phin co ban ctia cic vector cosmid
bao gdm: mot marker khang khang sinh va mot trinh ty khoi dau sao chép
ctia plasmid (ori), doan DNA mang dau két dinh (cos) ctia phage A.

Cong nghé DNA tai t6 hop (DNA recombinant technology). Hé
thong cac phuong phap phong thi nghiém cho phép cit doan DNA tir mot
sinh vat dé ghép ndi vao DNA ctia mot sinh vat khac tao ra phan tir DNA tai
t6 hop. Phan tr nay dugc dwa vao cac sinh vat khac nhau dé tao ra nhiing
gidng chung vi sinh vat, thuc vat va dong vat moi, dap tng nhu cau ngay
cang cao cua san xudt va doi séng con ngudi. Cong nghé nay cé ung dung
rong ri trong y hoc, duoc hoc, ndng nghiép va nhiéu nganh cong nghiép.

DNA (deoxyribonucleic acid). Gom hai chudi polynucleotide xodn
lai v6i nhau tao nén chudi xodn kép, c6 mdt trinh ty ddc trung cia cac
deoxyribonucleic mang thong tin di truyén cho tit ca cac t& bao va vi virus
chira DNA.

DNA polymerase. Enzyme xtc tac cho sy tong hop soi DNA méi tir
nhitng deoxyribonucleoside 5’-triphosphate trén co s& mot khuon mau
DNA.

DNA replicase. Toan bd phirc hgp enzyme va protein dic hiéu can
thiét cho su tai ban DNA (DNA replication).

DNA siéu xoin (DNA supercoiling). DNA xoin lai trén ban than no,
thudng 1a két qua cua su gip khic, mé xodn hodc xodn lai cua chudi xodn
kép DNA.
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Dich ma (translation). Qua trinh tong hop phén tir protein tir khudn
mau mRNA.

Dong (clone). Tap hop cac phan ti, té bao hoic ca thé gidng hét nhau
cling bat ngudn tir mot phan tir, té bao hay ca thé ban dau.

Dong giao tir (gametoclone). Nhiing thyc vat duoc tao ra tur giao tt,
bao tir giam nhiém hodc thé giao tir.

Dong té bao (cell line). Khai niém dé chi su nudi ciy cua nhiing té
bao c6 ngudn gbe chung tir 1an ciy chuyén dau tién.

Dung hop té bao (cell fusion). K§ thuat 1am cho hai hay nhiéu té bao
dung hop véi nhau thanh mot € bao.

Dung hgp protoplast (protoplast fusion). Ky thudt lam cho hai hay
nhiéu té bao tran (té bao thyc vat da pha bo thanh cellulose) dung hop vai
nhau thanh mot té bao.

Dién di (electrophoresis). Dién di 1a k¥ thuat phan chia cac phan tu
nhu protein hodc cac doan nucleic acid trén co s¢ khéi luong va dién tich
thuc cua chiing bang su dich chuyén khac nhau thong qua gidy, hoic thong
qua gel trong dién trudng. No6i cach khac, dién di 1a sy dich chuyén trong
dién truong cua nhitng phan tir tich dién trong dung dich. Ky thuat dién di
trén gia ran (agarose gel va polyacrylamide) dugc sir dung rong rii cho
DNA, RNA va protein.

D) hap thu anh siang (absorbency). Hién tugng mot chum 4nh sang
khi di qua mot méi trudong cé thé bi giam vé cuong do do hap thy va do hiéu
ung tan xa.

Pong hoc enzyme (enzyme kinetics). La van toc phan ing enzyme
dugc biéu dién bang lugng co chat bi chuyén hoa (mol) hodc luong san
pham duoc tao thanh (mol) trong mot don vi thoi gian (gidy).

Pong hoc té bao (cell kinetics). La két qua cua hé thong cac phan
tmg hoéa sinh va cac qué trinh van chuyén phic tap, bao gdm nhiéu pha va
cac hé thong nhidu thanh phan. Trong sudt thdi gian sinh truéng, hdn hop
khong dong nhat clia cac té bao gia va non thay doi lién tuc va ty thich nghi
v6i moi truong dinh dudng 1a yéu t cling thay ddi lién tuc trong cac diéu
kién vat ly va héa hoc.

E. coli (Escherichia coli). Vi khuan thudng c6 trong rudt non cia
dong vat co6 xuong séng. E. coli dugc coi nhu sinh vat mau cho viéc nghién
ctru hoat dong cua té bao.
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Enzyme gin DNA (DNA ligase). Mot enzyme tao ra mot lién két
phosphodieste giita dau 3°-OH ctiia mot doan DNA va dau 5°-PO, ctia mot
doan DNA khac. Poan ndi lién duoc két hop bd sung doi base vdi sgi DNA
khudn mau.

Enzyme han ché (restriction enzyme, RE). Cac enzyme han ché
dugc phan lap tur prokaryote, ching c6 kha nang phan huy DNA phage, han
ché kha ning sinh trudng ctia phage trong vi khuan bang cach cit phan tir
DNA. Hién nay, c6 khoang 500 loai RE khac nhau. Cac enzyme niy ct
DNA soi doi ¢ cac vi tri nhan biét dic biét cua chung gom tir 4-6 cip
nucleotide ¢6 trinh ty ddi ximg dao nguoc nhau, cic doan ngan nay goi la
palindrome (doan d6i xing: 1a doan DNA c¢6 hai soi hoan toan ddi xtng
gidng hét nhau néu 1at nguoc dau dudi).

Exon. Cac doan DNA trong gen c6 chtic nang phién ma. Exon ton tai
ca & sinh vat prokaryote 1an eukaryote. O eukaryote, cac exon nam xen k&
v6i cac doan intron chiém t6i 90% tong sd DNA cua té bao va khong c6
chtrc nang phién ma.

Gen (gene) hay cistron. Pon vi co ban cua di truyén, 13 mot doan
nhiém sic thé ma hoéa mot chudi polypeptide hodc mot phan tir RNA. Gen
bao gébm cic ving nam trudc va sau ving mi hoa va ca nhiing trinh tu
(intron) ndm gitra cic phan mé héa (exon).

Gen khang apoptosis (antiapoptosis gene). La gen khang lai hién
tugng chét ty nhién di duoc chuong trinh hoa (apoptosis) dé tao ra cac vt
chu siéu san xudt (superior production hosts).

Gen chon lgc (selector) hay gen chi thi chon lgc (selectable
marker). La cic gen chi thi duogc chuyén cho té bao nhan dé phan biét té
bao dugc bién nap va khong bién nap. Su hién dién cua tac nhan chon loc
trén moi trudng nudi cdy sau khi chuyén gen mot vai ngay da cho phép phan
1ap cac té bao tai t6 hop sdng sot.

Gen diéu hoa (regulatory gene). Mot gen ma san pham ciia no tham
gia vao sy diéu hoa biéu hién ciia mot gen khac. Vi du: gen ma hdéa mdt
protein kim ham.

Gen khéi dong (promoter). Mot trinh ty trén phan tr DNA ma ¢ d6
RNA polymerase c6 thé két hop duge dé khdi dau su phién ma.

Gen nhay hay nhan t6 chuyén vi (transposon). Mot doan DNA nhd
6 clu truc dic biét nén co kha nang di chuyén tor moOt vi tri nay dén mot vi
tri khac trén phan tir DNA hay tir mot nhiém sic thé nay sang mot nhidm sic
thé khac trong té bao ludng boi. Gen nhay chi chuyén dén nhiing vi tri xac
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dinh trong genome. Trong nhiéu truong hop gen nhay c6 thé gy dot bién tai
vi tri n6 di chuyén dén. Gen nhay c6 thé dung lam phuong tién dé gay dot
bién dinh hudng.

Gen ting cuwdong (enhancer). Mot trinh ty dang cis, c6 kha ning day
manh viéc str dung mot sd promoter & eukaryote, co thé hoat dong theo ca
hai hudng ¢ bat ky vi tri ndo so v4i promoter dé kich thich su phién ma cta
mot gen nhét dinh.

Gen tién ung thu (proto-oncogene). Tim thiy trong genome
eukaryote, la thanh phan tuong img cua cac gen ung thu tim thay trong céc
retrovirus.

Gen ung thu (oncogene). Gen ma héa cho nhiing san pham c6 kha
ndng bién t€ bao eukaryote thanh té bao ung thu.

Ghép noi (splicing). Su loai bo cac intron va ndi lién cac exon &
mRNA trong qua trinh hoan thién sau phién ma.

Glycosyl hoéa (glycosylation). La qua trinh bd sung mot hodc nhiéu
phén tir carbohydrate (goc dudng) vao mot phén tir protein (glycoprotein)
sau khi né dugc tong hop nho ribosome.

Helper plasmid. Plasmid trg gilip mang vung vir (virulence) va ori
duoc st dung trong giao phoi by ba (triparental matting): Agrobacterium
khong c6 plasmid, E. coli c6 helper plasmid va E. coli c6 binary vector
mang gen ngoai lai dé tao thanh mot Agrobacterium tai t6 hgp cd binary
vector dugc dung cho viéc bién nap vao té bao va mé thuc vat.

Hé¢ gen (genome). Trinh ty DNA toan phan cia mot sinh vat, chira
toan by thong tin di truyén cta co thé.

Hé 1én men (fermenter) hay ndi phan ng sinh hoc (bioreactor). La
loai thiét bi ma trong n6 sy bién doi hoa sinh dugc tién hanh béi cac té bao
song hodc cac thanh phan té bao in vivo (enzyme). Ba ky thuat lén men co
ban 1a: 1én men mé, 1én men mé c6 cung cép dinh dudng va 1én men lién
tuc. Cac hé 1én men dugc thiet ké dya trén co s¢ cta ba k¥ thuat nay nhung
duogc cai tién cho timg trudng hop cu thé dé tang hiéu suat nudi cy.

Hiéu sudt bam (attachment efficiency). Phan trim sd té bao bam
dugc 1én bé mat moi truong nudi cay trong mot thoi gian nhat dinh.

Hi¢u suit nudi trii (plating efficiency). Khai niém nay dong nghia
v6i hidu suat tao dong, néi 1én phan trim sb té bao phat trién thanh dong khi
nuoi trai trén bé mat moéi trudng.

Céng nghé té bao 193



https://nhathuocngocanh.com/

Hiéu suit tao dong (cloning efficiency). Phan trim sb t& bao di tao
duoc dong khi nudi trai trén bé mit moi trudng.

Hybridoma. Dong té bao dugc hinh thanh tir sy phéi hop mot té bao
ung thu va mot té bao bach cau lymphocyte B. Hybridoma c¢6 kha ning san
sinh cac khang thé (immunoglobulin) mét cach vinh vién.

Intron. La mdt doan DNA dugc phién ma nhung bi loai bd trong qua
trinh hoan thién cuia mRNA, khong c6é mat & phan tt mRNA hoan chinh.

In vitro. Dung dé chi mot qua trinh xay ra trong dich chiét té& bao
khong chira t& bao nguyén ven, hay dé chi cac t& bao nudi cay trong moi
truong nhan tao.

In vivo. Dung dé chi cac hién tugng xay ra trong té bao nguyén ven
hay trong co thé.

Khang nguyén (antigen). Phan tor c6 kha nang kich thich san sinh
mot khang thé khi xdm nhap vao mét co thé sdng.

Khang thé (antiboby). Mot protein (immunoglobulin) do té bao bach
cau lymphocyte B san sinh, c¢6 kha nang nhan biét mot khang nguyén la dic
trung va lac d6 s& khoi dau mot dap tmg mién dich.

Khang thé don dong (monoclonal antibody). Puoc san sinh tir mot
dong hybridoma, vi mdi dong hybridoma phat xuit chi tir mot t& bao bach
cau lymphocyte B nén toan bd cac phan tir khang thé san sinh ra déu y hét
nhau.

Khéng bao (vacuole). C6 vai trd tiép nhan cac chat thai cua su trao
d6i chét hodc cac chat thir cap cia thuc vat. O cac t& bao non khong bao
thudng nhoé va nhiéu, khi t& bao 16n dan va gia hon thi khong bao cling mo
rong lén va két thanh mot khéi. O céac té bao thuc vat truong thanh, khong
bao co thé chiém tdi 90% thé tich té bao. Khong bao duoce boc chung quanh
boi mang huyét twong (plasma). Thanh phan chinh ciia cac khong bao 16n 1a
nudc chtra cac chat hoa tan nhu cc ion vo co, cac amino acid, cac acid hitu
co, cac sic td hoa tan trong nudc (anthocyanin) va cac chat khong hoa tan &
dang tinh thé va hinh kim. Ngoai ra, khong bao ciing chita cac protein nhu
cac hydrolyse, catalase va photphatase. Phan bao tan mudn dé cap dén lipid
& chung quanh tit ca cac cdu trac ndi giita nhan va mang té bao.

Kilobase (Kb). Mgt nghin cap base cua mgt phan tur DNA.

Ky thuiat vo trung (aseptic technique). Qui trinh ngan ngura sy
nhiém ndm, vi khuan, siéu vi khuan hodc cac loai vi sinh vat khac dbi véi
nudi cdy mo va té bao.
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Lai té bao (cell hybridization). Sy dung hop hai hay nhiéu té bao
khong gidng nhau dé tao mot thé té bao hdn hop.

Lan ciy chuyén (passage number). S6 lan té bao, mo hay mau vat
nudi cdy dugc cdy chuyén, qua d6 co thé tinh tudi va hé sé dang truong cta
chung.

Luc lap (chloroplast). La vi tri ciia quang hop trong té bao thuc vat,
n6 chira chlorophyll 1a sic td luc phan tng véi 4nh sang dé san xuat cac
carbohydrate.

Luwéi ndi sinh chit (endoplasmic reticulum). Mot bao quan co trong
té bao chat cua nhung sinh vat eukaryote, 1a mot perc hop mang c6 hai
mang, lién quan dén qu4 trinh tong hop va van chuyén protein.

Mang té bao (cell membrrane). La 16p trong cia thanh té bao. Mang
té bao bao gdm protein va lipid, né c6 chirc ning diéu hoa su van chuyén
cac chat di vao va ra khéi t€ bao.

Mai di truyén (genetic code). Tat ci nhimng bo ba nucleotide & DNA
(hoac mRNA) ma hoa dac hiéu 20 amino acid khéac nhau cua protein.

M3 két thiic (termination codon). UAA, UAG va UGA 1a nhimg ma
két thac hodc con goi 1a md dimg (stop codon), 1a nhitng tin hiéu két thuc
téng hop protein.

Mit d9 quin lac (population density). S6 lugng té bao trén don vi
dién tich nudi cay hay trén don vi thé tich nudi cay.

MAu vit (explant). M6 duoc tach tir nguyén liéu ban dau dung dé duy
tri hodc nudi cay.

Methyl héa (methylation). Muc dich bdao v¢ DNA cua cic doan
palindrome, nghia 14 gin gbc methyl (CH3) ¢ vi tri can thiét nén khong bi
enzyme han ché cat. Khi c¢6 sy methyl hoa thi enzyme khong nhan biét duoc
vi tri cat han ché va do d6 DNA khong bi cat, DNA ciia phage khong ¢ gan
gdc methyl sé& bi cat. Trong cong nghé DNA tai to hop, enzyme methyl hoa
dugc goi 1a methylase enzyme. Methylase dugc dung dé bao vé doan DNA
can gin vao. Tét ca cac ching E. coli déu chira hai enzyme methyl hoa
DNA la: dam-methylase va dcm-methylase.

MGoi trwong nhan tao (chemically difined medium). Dung dich dinh
dudng ding dé nudi cay chi chira nhitng thanh phan ma céu tric hoa hoc da
duoc biét.

M seo (callus). Khdi mé thuc vat gdm nhitng té bao khong phan hoa,
c¢6 kha nang phan chia, dugc phét sinh tir cic t& bao da phan hoa it nhiu.
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Khi thyc vat bi thuong ton thuong tao loai mo nay trén vét seo, vi thé c6 tén
go1 1a mo seo.

Nhan (nuclear). La trung tim diéu khién cua té bao chra DNA dé
phién ma va dich ma thanh protein. Cac protein tong hgp dugc sap xép va
dong goi trong cac ti cua bd may Golgi.

Nhén dong (clonal propagatlon) Nhan giéng vo tinh nhung dong
thuc vat co nguon goc tir mot ca thé hay mot manh cit duy nhat, dam bao
hoan toan dong nhat vé di truyén.

Nhén giong in vitro (in vitro propagation). Nhan gidng mot loai thuc
vat trong ong nghiém (binh thuy tinh, binh plastic, hop plastic...) trén moi
truong nhan tao va trong diéu kién vo tring. Pong nghia v6i khai niém vi
nhan giong (micropropagation).

Nucleic acid. Nhitng polynucleotide sinh hoc tu nhién trong doé nhiing
don vi nucleotide dugc két hgp véi nhau bdi nhitng lién két phosphodieste
thanh trinh ty riéng biét: DNA va RNA.

Nudi cdy dich huyén phu té bao (cell suspension culture). Phuong
thirc nudi té bao don hay cum nhiéu té bao (cell aggregate) ¢ trang thai lo
lrng trong moi trudong 1ong trong binh tam gidc trén may lac (shaker) hodc
trong cac hé 1én men chim (fermenter/bioreactor) dé thu sinh khdi té bao
(cell biomass) hoac dich nudi cay (borth), phuc vu cho viéc tach chiét cac
hop chat c6 hoat tinh sinh hoc tir t€ bao (do1 véi cac hop chat ndi bao) hoac
tinh sach chung tr dich nudi cay (doi véi cac hgp chat ngoai bao).

Nudi cdy mé (tissue culture). Duy tri va sinh truéng cac loai mo
trong diéu kién in vitro nham diéu khién phan hoa vé hinh thai va chiic ning
cta ching.

Nudi cdy mé thwe vat (plant tissue culture). Duy tri va nudi dudng
té bao, mo, co quan hay cay hoan chinh cua thuc vat trong di€u ki¢n in vitro.

Nudi ciy khéi dau hay nudi cdy so cAp (primary culture). Nudi ciy
dau tién khi tach té bao, md hoic mau vat tir co thé ban dau tinh dén lan cay
chuyén dau tién tir 46 s& thu duoc dong té bao.

Nudi cdy phdi (embryo culture). Duy tri va phat trién phdi non hoic
da trudng thanh dugc phan 1ap tur hat.

Nubi ciy té bao (cell culture). Khai niém chi nhiing nuéi cy trong
dng nghiém (in vitro) cia nhitng té bao ké ca té bao don khong phan hoa
thanh mo.
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Pha lag (lag phase). La pha tinh khoi ddu hodc tiém tang. Day 1a thoi
ky khoi dau cua qué trinh nudi cdy, trong sudt thoi ky nay su thay doi s6
lugng t€ bao 1a bang khong hodc khong dang ké. Mac du so lugng té bao
khong tang 1€n, nhung té bao c6 thé sinh trudng bang cach tang kich thudc
trong suot thoi ky nay.

Pha log (logarithm phase). La pha sinh truong theo ham mii. O cac
co thé don bao (vi sinh vat) hodc té bao dong-thyc vat, sy nhan doi ting dan
sO lugng té bao cho két qua toc do sinh trudong tang lén lién tuc trong quan
thé & giai doan nay.

Pha tinh (stationary phase). La giai doan ma sy sinh trudng cua
quan thé t€ bao thuong bi han ché hoac do sir dung hét toan bd céac chat dinh
dudng c6 san hodc do su tich lily cac san phém ddc cua sy trao d6i chat. Két
qua 1a toc dg sinh trudng gidm va sy sinh trudng cudi cung da dung lai.

Pha chét (death phase). La giai doan tiép theo ctia pha tinh ma trong
do céc co thé trong quﬁn thé bi chét. Su chét xuat hién hodc do su suy yéu
cua viéc bdo quan nang lugng cia té bao, hoac do sy tich lily cac san pham
doc t0. Giong nhu sy sinh truong, su chét la mot ham mi. Trong mot s
trurong hop, co thé khong chi chét ma con phan hiy (qua trinh phan giai).

Phan héa hay biét héa (differentiation). Mot khia canh cua sy phat
trién bao gém su hinh thanh céc loai té bao, cac loai md, cac loai co quan
khéc tir mgt hop tir ban dau dudi sy dieéu khién ddc biét cia cac gen.

Phién ma (transcription). Sy tong hop mRNA tir khuon mau DNA.

Phién mi ngwoc (reverse transcription). Sy tong hop DNA tir
khudén mau mRNA nhd enzyme phién ma nguoc (reverse transcriptase).

Phong xa tu ghi (autoradiography). Ky thuat phat hién cac phan tr
c6 danh dau phong xa thong qua hiéu ung tao anh ctia cac phan tir nay trén
phim X-quang.

Phwong trinh Monod (Monod equation). La mot trong nhiing
phuong trinh dugc s dung rong rai nhat thé hién anh hudng cua nong do co
chat (chat dinh dudng) 1én téc do sinh truong dic trung cua té bao (w):

,U — zumaxCS
Ky +Cy
Trong do: Cy 1a néng do cua co chat giéi han (limiting substrate)

trong moi truong va K 1a hé s6 hé théng. Gia tri ciia K s tuong duong véi
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nong do cua chit dinh dudng khi tdc do sinh truong dic trung bang mot nira
gid tri cyc dai cuand (y,,, ).

Plasmid. Mot phan tir DNA mach vong ¢ ngoai nhidm sic thé, sao
chép doc 1ap, khong phy thude vao DNA ctia nhiém sic the.

Protein. Mot phéan tir 16n gdom mét hodc nhiéu chudi polypeptide, mdi
chudi c6 mdt trinh ty amino acid nhat dinh, kh6i lugng phan tir cua protein
tir vai nghin dén vai triéu.

Ribosome. Dugc tap trung trén bé mit cla mang ludi ndi sinh chit va
tham gia vao hoat dong sinh tong hop protein.

RNA thong tin (messenger RNA, mRNA). Mot trong ba loai RNA
tham gia vao tong hop protein. Loai nay c6 mang thong tin dugc ma héa
trong trinh tu cdc nucleotide dé xac dinh trinh ty amino acid cua
polypeptide.

RNA vén chuyén (transfer RNA, tRNA). Mot trong ba loai phan tir
RNA dugc sinh ra boi qua trinh phién ma va tham gia vao viéc tong hop
protein: RNA van chuyén dua amino acid dén ribosome vao ¢ d6 ching
ghép véi thong tin trén mRNA.

Sic ky (chromatography). Thuét ngit sic ky dé chi cac ki thuat phan
tich va diéu ché cho phép tach biét cac hop phan khac nhau ctia mot hdn
hop. Phép phan tich sac ky dua vao sy di chuyén khac nhau trong mot pha
dong cua cac chat hoa tan da duoc gan trén mot pha tinh ¢ trang thai rin.
Nguoi ta thuong chon céc chat c6 kha nang két gan dugce véi cac chat (hoa
tan) dinh phan tach 1am pha tinh. Tuong téc giita chat hoa tan va pha tinh ¢
thé 1a twong tac hap phu, twong tac ion (trao doi ion), twong tac ky nude,
tuong tac ki€u ray phan tr hodc twong tac dac hi¢u sinh hoc.

Sinh khdi (biomass). Tong khdi luong kho cua tit ca cac chat séng
trong mot don vi dién tich hodc thé tich.

Sinh trwéng cin bing (balanced growth). La sy sinh truong ma
trong sudt qué trinh d6 sy nhan do6i sinh khdi xay ra cing véi su nhan doi
cua tat ca cac dac tinh xac dinh khac cia quan thé nhu la protein, DNA,
RNA va nuéc ndi bao.

Sw tai ban hay sao chép (replication). Su tong hop mot phan tir
DNA xoan kép giong v6i phan tir DNA me.

Tao dong gen (gene cloning). Con goi la nhan dong hay tach dong
gen, 1a sy san sinh nhi€u ban sao cua mot phan tor DNA, thuong 1a phan ti
DNA téi t6 hop, bang cach sao chép phén tir d6 trong mot vat chu thich hop.
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Tai t6 hop (recombination). Qua trinh trong d6 nhiém sic thé hay
phén tir DNA dit ra rdi cdc phan diit duge ndi lai theo mot to hop méi. Quéa
trinh nay c6 thé xdy ra trong t€ bao song (qua sy trao doi chéo trong phan
bao giam nhiém) hay trong 6ng nghiém nho cac enzyme cit va ndi DNA.

Tang nudi dudng (feeder layer) hay té bao nudi duong (nurse
cells). Lép t€ bao co the da bi chi€u xa lam mat kha nang phan bao duogc trai
bén dudi dé cung cip mot sb chat can thiét cho 16p té bao khac nudi bén
trén.

Té bao lai (hybrid cell). La té bao c6 mot nhan duoc hinh thanh sau
khi dung hop hai té bao dan dén sy hinh thanh mot nhan hdn hop.

Té bao mam phdi (embryonic stem cell). Té bao phoi chua biét hoa,
c6 thé dugc nudi cay trong mot thoi gian dai ma van giit dugc tinh da thé
(nghia la kha nang biét héa theo nhiéu huéng khac nhau).

Thanh té bao (cell wall). Pugc cau tao boi cac carbohydrate ty nhién
(cellulose va hemicellulose). L&p ngoai cua thanh té bao chira pectin dé gitip
no lién két voi cac t€ bao bén canh. Thanh té bao cod chirc nang nang dé cho
cay.

Thé 6n dinh héa tinh (chemostat). Trong hé 1én men lién tuc téc do
dong chay dinh dudng dugc cai dat & mdt gia tri dac bi¢t va tbc do sinh
trudng cla nudi cay s& di€u chinh toc d§ dong chay nay, nhu vay s€ duy tri
dugc nong do moi truong dinh dudng thich hgp voi mat do té bao.

Thé 6n dinh d9 duc (turbidostat). Puoc sir dung khi hé 1én men lién
tuc tién hanh & céac toc d pha lodng cao gan voi diém rira troi (washout
point), khi ta c6 thé ngin can su rira tréi bang cach diéu hoa toc do6 dong
chay trong truong hop that thoat té bao thong qua dong chdy ra ngoai vugt
qua su sinh truong té bao trong hé 1én men.

Thoi gian gip ddi quan thé (population doubling time). Thoi gian
ma so lugng té bao cua dong hay ching nudi cay tang dén gap doi ke tur khi
bat dau nudi.

Thue khuin thé (bacteriophage). Mot virus c6 thé tai ban trong mot
té bao vi khuan.

Tiép miu (inoculation). Budc dua mau vao trong nudi cdy khoi dau
(initiation culture).

Tinh toan thé (totipotency). Mot dic tinh cua té bao 1a c6 kha ning
phat trién thanh moi kiéu té bao c6 trong co thé truong thanh ma tir do nd
duogc tach ra, tirc 14 ¢6 kha ning tai sinh thanh mot co thé hoan chinh.
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Téc dd phan chia té bao (cell division rate). Sy phan chia té bao trén
mot don vi thoi gian. Tdc do phan chia 1a hang sb trong sudt thoi gian sinh
trudng (theo ham mil) cua té bao.

Téc dp sinh truéng té bao (cell growth rate). Sy thay ddi sb luong
té bao theo thoi gian. Toc d6 sinh truong khong phai 1a mot hing s trong
sudt thoi gian sinh trudng (theo ham mii) cua t€ bao.

Téc d) sinh trwong dic trung cia té bao (cell specific growth
rate). Sy thay doi theo logarithm tu nhién cua sé luong té bao theo thoi
gian.

Trinh ty cis. Trinh tu trén mot phin tr DNA ¢6 tac dong (diéu hoa)
dén cac trinh tuy khac trén cung phan tor DNA d6. Céc trinh ty cis khong ma
hoéa cho protein.

Tudi thé h¢ té bao (cell generation time). Thoi gian giita hai lan
phan chia ctia t& bao. Khai niém nay khong dong nghia v&i thoi gian gap
doi quan thé.

Ty thé (mitochondrion). Chtra vat liéu di truyén va nhiéu enzyme
quan trong trong su trao ddi chat cia té bao.

Vector. La cac phan tot DNA dugc st dung trong tao dong gen va
nhan ban ching trong té bao vat chu (E. coli hodc nam men). C6 ba nhom
vector chinh gom: (1) Nhom plasmid, (2) Nhoém phage/phagemid, va (3)
Nhom nhiém sic thé nhan tao (artificial chromosome: BAC va YAC). Y
tudng vé vector chuyén gen bat ngudn tir cac plasmid cua vi khuan. Vector
chuyén gen 13 phan tir DNA c6 kha nang tu tai sinh, ton tai doc lap trong té
bao va mang duoc cac gen can chuyén.

Vector hai ngudn (binary vector). La dang st dung hai hay nhiéu
loai plasmid va vi khuan cung lac, vi du: vi khuan E. coli va Agrobacterium,
cac plasmid trong truong hop nay thich ung véi cad E. coli va
Agrobacterium.

Virus. Phan tr ¢6 mang nucleic acid (DNA hodc RNA) nim trong
mot vo boc protein, c6 kha ning sao chép trong té bao chul va lan truyén tir
té bao no sang te bao kia.

Xoin kép (double helix). CAu trac ba chiéu tu nhién cua hai chudi
DNA b0 sung, d6i song va xoan véi nhau.
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