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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap cai tién san xut polysacarit vo co kiéu huyét thanh

phé cau khuan. Phuong phap theo sang ché bao gdm budc budc nudi ciy b sung té bao vi

khuan tao kiéu huyet thanh phé cau khuan khong diéu chinh d6 pH, nhd d6 loai bé qua

trinh két tia protein bang cach axit hoa bang chét diéu chinh do pH.
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Linh vye k§ thuit dwgc dé cip

Séang ché dé cap t6i phuong phap san xudt polysacarit vo c6 kiéu huyét thanh
phé cu khuin, va cu thd hon 1a &&n phuong phép san xut polysacarit vo c6 kiéu
huyét thanh phé ciu khuén bing cach loai bd céc tap chét nhu protein va axit nucleic

tir canh trudong nudi cdy té bao vi khudn san xuat kiéu huyét thanh phé cdu khuén.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Pneumococcus (Streptococcus pneumoniae) 1a vi khuén Gram dwong thudc ho
Streptococcaceae, ndm trong bd Lactobacillus, va né giy ra cac bénh nhu viém phéi,
nhidm khudn huyét, viém tai giita va viém mang ndo & ngudi. Té bao c6 kiéu huyét
thanh phé ciu khuln c¢6 vo 13 polysacarit bao ngoai mdi t€ bao. Vo nay gay can tré cho
su thuc bao bing cach ngin khing thé bit cip vao té bao vi khudn. Té bao da duogc
phén loai thanh hon 90 kiéu huyét thanh dua vao cac dic diém mién dich, mot sb kiéu
huyét thanh d3 duoc béo céo 13 giy bénh x4m 14n. Tdng cong 37 kiéu huyét thanh da
duoc xac dinh tir Streptococcus pneumoniae Xam 14n thu dugc tir nim 1996 dén 2008,
va kidu huyét thanh chinh, 19F >23F >19A>6A >3>9V >6B thudng xuyén theo
thi tu nay, chiém da sb 13 53,4%. Polysacarit vo c6 kiéu huyét thanh phé cu khudn da
duoc st dung trong san xuét vacxin nhu vacxin polysacarit va vacxin lién hop

polysacarit-protein.

Polysacarit vo dugc sit dung trong san xudt vacxin polysacarit va vacxin lién
hop polysacarit-protein duge thu tir canh trudng nudi cdy té bao vi khuén san xut kiéu
huyét thanh tuong tmg. M3i ching dugc nudi cdy dudi diéu kién nhiét 49, 46 pH va
khqu t81 wu cho dén khi dat dugc mat do tdi da. D& thu duoc vo polysacarit phé cdu
khun ma khong dugc tiét ra ngoai té bao chat, thuc hién ly giai té bao st dung chét ly
gidi nhu natri deoxycholat (DOC). Khi té bao duoc ly gidi, mot sd protein va axit
nucleic cta ching dugc giai phéng, cung véi polysacarit vé va ching phai duoc loai
b bang quy trinh tinh sach sau nudi ciy. Dé giam thiéu nguy co tic dung phu cuia chét
bét ky khong phai khang nguyén sau khi dugce tiém chung, c6 nhing thong s6 nghiém
ngit vé ham lugng protein va axit nucleic. Vi dy, trong truong hop ciia Prevnar 7™

ham luong protein va axit nucleic trong mdi ki€u huyét thanh d4p tmg cac thong sb k¥
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thuét 1an luot 1a tir 2 dn 5% hodic nho hon va tir 1 dén 2% hodic nhd hon theo khéi
lugng kho.

Cong bd don sang ché qubc t& s6 WO 2006/110352 boc 16 phuong phap san
xuét polysacarit vo bao gdm budc nudi ciy Streptococcus pneumonia, ly giai t& bao,
1am két tiia protein bing cach axit hoa dich tan té bao d¢én d6 pH nho hon 5,5, G khong
khudy va ly tdm va/hodic loc. Ngoai ra, cong bd don sang ché quéc t€ WO
2008/118752 bdc 16 phuong phép san xuit polysacarit vo bang cach thuc hién siéu loc
va loc tudn hoan c6 pha lodng dich tan t& bao sau d6 13 qua trinh két tia protein bang
cach axit hoa. Tuy nhién, tit ca cdc phuong phap san xuit cé lién quan niy doi héi qua
trinh két tia protein bing céch axit hoa bang chét didu chinh d6 pH, né lam cho toan
bd quy trinh trd nén phirc tap va cling gdy bién dbi polysacarit vo va tao thanh céc chit

¢0 hai.
Ban chit k§ thuit clia sang ché
Vén @ k¥ thuat

Cac tac gia da thyc hién nhidu nghién ctru & cai tién phuong phép sin xuét
polysacarit vo c¢6 kiéu huyét thanh phé ciu khuin. Ngac nhién 13, céc téc gia phét hién
ra ring d6 pH c6 thé ha thip xudng khoang thich hop ¢ lam két tha protein, cu thé,
dén gia tri 46 pH bing 5,5 hoic thip hon bing san phim tir viéc nudi cdy (dic biét 13,
axit lactic, v.v.), khi thyc hi€n nudi céy bd sung dudi cung diéu kién ma khong didu
chinh d6 pH. Thyc viy, cac tdc gia phat hién ra rang qué trinh két tiia protein théng
qua axit hoa béng chét diéu chinh 46 pH cé thé dugc loai bod béng cach thuc hién nudi
cly bd sung ma khong didu chinh d6 pH va sau d6 thuc hién ly giai t€ bao va qua trinh

két tha protein.

Do d6, muc dich cta sang ché 1a dé xuat phuong phap cdi tien d€ san xuat

polysacarit vo c6 kidu huyét thanh phé cau khudn.
Giai phap k¥ thuat

Theo mdt khia canh cta séng ché, phuong phép sin xuit polysacarit vé c6 kiéu

huyét thanh phé ciu khuin bao gdm c4c budc sau:

(a) nudi cay té bao vi khudn sinh ra kiéu hlgyét thanh phé cdu khudn, trong khi duy tri
d6 pH cua canh trudng nudi ciy nim trong khoang tir 7,0 dén 9,4;
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(b) két thuc nudi cly & budc (a) & thoi diém gitta lac d6 hip thu ciia canh trudong nudi
ciy duy tri khoéng d6i va luc do hip thu bit dau giam;

(c) thyc hién nudi cdy bd sung canh trudng nudi cdy thu dugce tir bude (b) ma khong
didu chinh d6 pH cho dén khi d6 pH cua canh truong nudi cdy dat d6 pH bang 5,5
hoic thép hon;

(d) bd sung chét ly giai vao canh truomg nudi cdy thu duoc tir bude (c) d lam ly giai té
bao, 1am két tia protein va loai bd protein két ta va manh vun té bao dé thu dugc dich

tan té bao da lam trong; va
(e) tach va tinh sach polysacarit v tir dich tan thu dugc tir bude (d).

Trong phuong phép san xuét theo sang ché, kiéu huyét thanh phé ciu khuén c6
thé1a 1, 2,3, 4,5, 6A, 6B, 7F, 9N, 9V, 14, 18C, 194, 19F, 22F, 23F hogc 33F.

Nudi cAy & bude (a) c6 thé duoc thuc hién & nhiét d6 34-38°C c6 khudy & te d6
50-150rpm.

Theo mét phuong 4n cua sang ché, budc (b) co thé dugc thuc hién béng cach
két thuc nuéi cdy & bude (a) trong 1 dén 3 gior tir thoi diém khi d6 bép thu clia canh

truomg nudi cdy duy tri khong dbi.

Viéc nudi cdy bd sung & budc (c) b thé dugc thuc hién & nhiét d6 34-38°C c6
khudy & tdc d6 50-150rpm khong diéu chinh ¢ pH.

Chét ly giai dugc str dung trong budce (d) ¢6 thé 1 natri deoxycholat. Theo mdt
phuong 4n khac cta sang ché, budc (d) c6 thé duogc thyc hién bing cach thém chét ly
giai vao canh trudng nudi cdy thu duge tir budce (c) dé ly giai té bao, sau d6 1 dich tan
té bao thu duoc & nhiét do 10-20°C trong 3-24 gidy khong khudy dé két tua protein va

loai bo protein két tha va manh vun té bao bing cach ly tim.

Van theo mdt phuong 4n khac ctia sang ché, viéc tach va tinh sach & budc (e) c6

thé bao gdm céc budc sau:
(i) loc dich tan thu dugc tlr budc (d) sAl’I'dl_mg mang loc sdu;

(ii) cd dac dich loc thu duge tir bude (i), sau do 1a si€u loc va ly tdm;
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(iii) cho dich ndi thu dwoc tir bude (ii) phan tng véi a chit hoat dong bé mit dang
cation va sau d6 ly tdm dung dich thu dugc dé thu duoc vién hodc dich ndi chira

polysacarit vo;

(iv) cho polysacarit vo thu dugc tir bude (iii) phan tmg véi natri iodua; sau d6 ly tam

thu dugc dich ndi;
(v) thém cacbon hoat tinh vao dung dich thu dugc tir bude (iv), sau d6 loc; va

(vi) ¢0 dic dich loc thu dugc tir bude (v), sau dé si€u loc va ly tdm thu dugc

polysacarit vo.

Theo phuong an & trén, viéc c6 diac & budce (ii) co thé duogc thuc hién sir dung
mang 100kDa va vi€c cd ddc & bude (vi) ¢ thé duogc thyc hién sir dung mang 30kDa.
Ngoai ra, chét hoat dong bé mit dang cation duge st dung trong budc (iii) c6 thé 1a
xetyltrimetylamoni bromua, va xetyltrimetylamoni bromua c6 thé duoc st dung &
n(‘A)ng do tur 0,5 dén 3,0%. Ngoai ra, cacbon hoat tinh dugc st dl_ing trong bude (v) 6
'th8 dwoc sir dung & ndng d6 tir 1 dén 5%(khdi luong/thé tich).

Tac dung c6 loi

Trong phuong phép san xuét theo sang ché, chat diéu chinh @6 pH dé két tia
protein khong duoc st dung. That vay, sang ché chimg minh ring khi nuéi ciy bd
sung t& bao vi khuln san xut kiéu huyét thanh phé ciu khudn duoc thyc hién duéi
cung diéu kién khéng didu chinh d6 pH, d6 pH c6 thé dugc ha thdp dén khoang thich
hop dé 1am két tia protein, cu thé, #n d6 pH bing 5,5 hoic thip hon bing san phim
thu duge tir viée nudi cdy (dic biét 13, axit lactic, v.v.). Do d6, phuong phép san xuét
theo sang ché khong can st dung chét didu chinh d6 pH dé 1am két tha protein, nher d6
giam thiéu viéc bién ddi polysacarit vo va chét gay hai bt ky va don gian héa quy
trinh san xuét. Polysacarit vo c6 kiéu huyét thanh phé ciu khuin thu dugc tir phuong
phap san xuft theo sang ché c6 thé duge st dung thuan loi dé san xudt vacxin

polysacarit va vacxin lién hop polysacarit-protein.
MO ta vin tit cac hinh vé

FIG. 1 thé hién su thay dbi do pH trong canh truong nudi cdy va cac diéu kién dé nudi

cay té bao vi khuén san xuat kiéu huyet thanh phe cau khuén 3;
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FIG. 2 thé hién su thay dbi d6 pH trong canh truong nudi cly va cac diéu kién dé nuoi
cy t& bao vi khudn san xuét kiéu huyét thanh phé ciu khuén 6B;

FIG. 3 thé hién sy thay di o pH trong canh trudng nudi cdy va cac didu kién @& nuoi

cy & bao vi khudn san xuét kidu huyét thanh phé ciu khuén 7F;

FIG. 4 thé hién sy thay ddi d6 pH trong canh trudng nudi cdy va céc didu kién d& nuoi
cy t& bao vi khudn san xuét kiéu huyét thanh phé ciu khuén 14;

FIG. 5 thé hién sy thay dbi do pH trong canh trudng nudi cdy va céc didu kién @& nuoi

chy t& bao vi khuén san xuét kiéu huyét thanh phé ciu khuin 19A; va

FIG. 6 thé hién sy thay d6i d6 pH trong canh trudong nudi cly va cac diéu kién d8& nuoi

chy t& bao vi khudn san xuét kiéu huyét thanh phé ciu khuén 23F.
Mo ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén phuong phép san xuét polysacarit vo c6 kidu huyét thanh

phé cau khuan bao gom céc budc sau:

(a) nudi ciy té bao vi khuan san xuét kidu huyét thanh phé ciu khuén, trong khi duy tri

dd pH ctia canh truong nudi ciy nim trong khoang tir 7,0 dén 9,4;

(b) két thuc nudi cdy & budc (a) & thoi diém gitra Itc d6 hép thu ciia canh trudng nudi

cdy duy tri khong dbi va lic d6 hap thy bit diu giam;

(c) thuc hién nudi cdy bd sung canh trudng nudi cAy thu duge tir bude (b) ma khong
diéu chinh d6 pH cho dén khi do pH ctia canh truong nudi céy dat dn do pH béng 5,5
hoic thip hon;

(d) bd sung chit ly gidi vao canh truong nudi cly thu duge tix budc (c) dé lam ly giai &
bao, 1am két tha protein, va loai bd protein két tia va manh vun té bao dé thu dugc

dich tan t& bao da lam trong; va
(e) tich va tinh sach polysacarit vo tir dich tan thu duoc tir budce (d).

Trong budc (a) clia phuong phdp san xut theo sang ché, kiéu huyét thanh phé
ciu khudn c6 thé 1a kidu bit ky cta kiéu huyét thanh dwgc sit dung trong san xuét
vacxin phé céu khuén; vi dy, kiéu huyét thanh c6 thé bao gém kiéu huyét thanhb 1, 2, 3,
4,5, 6A, 6B, 7F, 9N, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F, nhung khong chi giéi
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han & d6. Té bao vi khuén san xuét kidu huyét thanh phé cau khuén 1 da biét trong
linh vuc va t& bao vi khudn da biét bt ky c6 thé dugc st dung ma khong c6 gidi han
bét ky (vi du, xem WO 2006/110381). Viéc nudi cdy & budc (a) cia phuong phap san
xuét theo sang ché c6 thé dugc thuc hién trong moi trudng co ban nhu moi truong dau
nanh, trong khi duy tri d6 pH cua canh truong nudi cAy nim trong khoang tir 7,0 dén
9.4, tbt hon 1a tir 7,2 dén 8,2 béng céach str dung, vi dy, natri hydroxit. Viéc nu6i céy co
thé duoc thuc hién dudi cac didu kién nudi cdy da biét bat ky, vi dy, & nhiét do
34-38°C c6 khudy & tde do 50-150rpm. Didu kién d6 pH thich hop dé nudi cdy giong
va nudi cdy duy tri @& san xuét kidu huyét thanh dic trung gﬁé Streptococcus

pneumoniae dugc dua ra trong bang 1 dudi day.

[Bang 1]

Diéu kién d6 pH cho mdi kiéu huyét thanh

Kiéu huyét thanh Didu kién nudi cdy gidng Didu kién nudi ciy chinh
1 pH 7,2+0,2 pH 7,240,
2 pH 7,240,2 pH 7,240,2
3 pH 7,2+0,2 pH 7,2+0,2
4 pH 7,6+0,6 pH 7,6£0,6
5 pH 7,2+0,2 pH 7,2+0,2
6A pH 7,240,2 pH 7,240,
6B pH 7,240,2 pH 7,240,
7F pH 7,240,2 pH 7,240,2
9N pH 7,620,6 pH 7,620,6
9V pH 7,620,6 pH 7,620,6
14 pH 7,6+0,6 pH 7,6+0,6
18C pH 7,260,2 pH 7,2+0,2
19A pH 7,240.2 pH 7,240,2
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19F pH 7,2+0,2 pH 7,2+0,2
22F pH 7,2+0,2 pH 7,2+0,2
23F pH 7,2+0,2 pH 7,2+0,2
33F pH 7,2+0,2 pH 7,2+0,2

Phuong phap san xudt theo sang ché khong can st dung chét didu chinh d6 pH
d8 lam két tha protein. That vy, cic tac gia bat ngd phét hién ra ring d6 pH c6 thé ha
thip dén khoang thich hop @4 lam két tua protein, cu thé, dén d6 pH bing 5,5 hoic
thép hon bang san phim thu duoc tir viéc nubi chy (dic biét 13, axit lactic, v.v.), khi
thuc hién nudi cdy bd sung dudi ciing diéu kién khong c6 su diéu chinh d6 pH. Do do,
phuong phap san xuit theo sdng ché bao gdm budc thuc hién nudi cly bd sung khong
diéu chinh d6 pH sau khi nuéi cdy té bao vi khudn tao ra kiéu huyét thanh phé cau
khuén, t6t hon néu, & thoi diém khi t& bao vi khudn dat muac phat trién tbi da va sau d6
thuc hién ly giai t& bao va qua trinh lam két tua protein. Do d6, phuong phap san xuét
theo sang ché khong cin st dung cht didu chinh d6 pH d& 1am két tda protein, nhd d6
giam thiéu viéc bién dbi polysacarit vo va chét gy hai bét ky va don gian héa quy

trinh s&n xut.

Phuong phap san xuét theo séng ché, do d6, bao gdm budce két thic nuéi cly o
budce (a) & thoi diém gitta lic do hép thy cta canh trudng nudi céy duy tri khong ddi
va luc do hép thu bt dau giam [nghia 13, budc (b)]; va budc thuc hign nudi céy bd
sung canh trudong nudi ciy thu dugc tr bude (b) ma khong diéu chinh d§ pH cho dén
khi d6 pH cua canh trudng nudi cdy dat dén d6 pH bing 5,5 hoic thp hon [nghia 14,
budce (c)].

Khi thuc hién nuéi cy theo budc (a) clia phuong phap san xuét theo sang ché,
su sinh s0i cla t& bao vi khuén va do hé.p thu [vi dy, do hép thu & 590nm (ODsgp)] cua
canh truong nudi ciy ting dan @ dat dén trang thai dn dinh (sy phat trién t6i da) va
sau d6 duy tri bk_h(‘)ngl dbi (khoang 7-24 gid sau khi bét déu nuai"ééy). Sau d6, d6 hip
thy gidm trong 1 dén 3 gid. Do d6, theo mdt phuong 4n cua sang ché, budc (b) c6 thé
duoe thue hién bing cach két thic viéc nudi ciy & budc (a) trong 1 dén 3 gid tir thoi
diém khi do hip thu cta canh truong nubi cdy duy tri khéng ddi. Viéc nuéi cdy bd &
sung budc (c) co thé duoc thyuc hién ma khong didu ch1 sh d6 pH dudi cung didu 1<1en
nhu trong budc (a), tic 13, & nhiét do 34-38°C ¢6 khuay & te @6 50-150rpm. Xhi viée

nudi cdy bd sung ndy duge thyc hién, d6 pH cta ce}_;;h trudng nudi cly gidm mot cach
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ty nhién dén 5,5 hoic thép hon, nhd vdy mang lai d§ pH thich hop cAn dé két tha

protein.

Phuong phép san xuét theo sang ché bao gdm budc bd sung chét ly giai vao
canh trudng nudi cdy thu dugc tir budce (c) dé 1am ly giai t& bao, 1am két tha protein, va
loai bo protein két tiia v manh vun té bao dé thu dich tan t& bao di lam trong [nghia 13,
bude (d)].

Viée ly giai t& bao c6 thé dwogc thuc hién theo phuwong phép da biét, vi du,
phuong phap duge b 1§ trong WO 2006/110381, WO 2008/118752, v.v.. Vi dy, vi€c
ly gii t& bao c6 thé dugc thyc hién st dung natri deoxycholat lam chét ly giai. Natri
deoxycholat co thd duoc s dung & ndng do ndm trong khoang tir 0,10 dén 0,15%
(ndng d6 sau khi thém natri deoxycholat), nhung khong chi gii han & ndng d6 niy.
Khi t& bao duogc ly gidi, polysacarit v cla kidu huyét thanh phé cAu khuin dugc giai
phong ra ngoai té bao chét. Hon nita, viéc 1am két ta protein c6 thé duoc thuc hién
bing cach, vi dy, U & nhiét 6 10-20°C, va viéc loai bo protein di két tiia va manh vun
t& bao c6 thé dugc thuc hién phuong phdp thong thuong (vi dy, ly tdm). Theo mdt
phuong 4n ciia sang ché, budc (d) c6 thé duge thye hién bing cach bd sung chit Iy giai
vao canh trudong nudi cdy thu dugce tlr bude (c) d8 lam ly giai t& bao, lam két tia
protein bing cach U dich tan thu duge & nhiét d6 10-20°C trong 3-24 git khong khudy,

va loai bo protein két tiia va manh vun t& bao bang cach ly tam.

Phuong phap san xuét theo sang ché bao gdm budc tach va tinh sach polysacarit
vo tur dich tan béng cach loai bo céac tap chét (vi du, protein, va axit nucleic chira trong
t& bao) ra khoi dich tan thu dugc tir bude (d) [nghia 14, budc (e)]. Viéc tach va tinh
sach polysacarit vo c6 thé dugce thuc hién theo phuong phép tinh sach da biét bat ky, vi
du, phuong phap duge bdc 1§ trong WO 2006/110381 va WO 2008/1 18752. Theo mot

phuong an, viéc tach va tinh sach & budce (e) ¢6 thé bao gdm cac budc sau:
(i) loc dich tan thu duogc tir bude (d) sir dung mang loc sdu;
(i) c6 dic dich loc thu dugc tir budce (i), sau do siéu loc va ly tam;

(iii) cho dich ndi thu dugce tr budce (i) phén tng vai chét hoat dong bé mit dang cation,
va sau d6 ly tdm dung dich thu dugc dé thu duoc vién hoic dich ndi chira polysacarit

VO,
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(iv) cho polysacarit vo thu dugc tir bude (iii) phan Ung vdi natri iodua, sau dé ly thm

thu duoc dich ndi;
(v) thém cacbon hoat tinh vao dich ndi thu duoc tir bude (iv), sau d6 loc; va

(vi) c6 dic dich loc thu duge tir bude (v), sau do siéu loc va ly tdm thu duge

polysacarit vo.

Theo phuong 4n & trén, dich tan con lai ngay ca sau khi ly tim @& loai bod
protein da két tha va manh vun té bao dugc loai bd béng cach loc st dung mang loc

sau.

Ngoai ra, protein va axit nucleic ¢ thé duoc loai bo béng cach 1ap lai viéc ¢o
dac/siéu loc hai 1in. Theo mot phuong 4n, viéc co dac & budce (ii) co thé duoc thuc
hién st dung mang 100kDa, va vigc cd déc & budc (vi) cd thé duoc thuc hién sir dung
mang 30kDa. Trong quy trinh nay, si€u loc cling ¢6 thé dugc dé cap dén 1a ‘loc tudn

hoan cé pha lodng’.

Hon nita, chit hoat dong bé mit dang cation dugc sit dung trong bude (iii) co
thé 13 xetyltrimetylamoni bromua. Xetyltrimetylamoni bromua (Xetrimonium Bromua,
Hexadexyl-trimetylamoni bromua (HB)) c6 thé duoc sir dung & ndng d6 tr 0,5 dén 3%
(ndng d6 sau khi thém xetyltrimetylamoni bromua). Chit hoat dong bé mit dang
cation dugc st dung nhu HB ¢6 thé duogc két tua va loai bd béng céach sir dung natri
jodua. Khi viéc ly tAm dugc thyc hién trong budc (iii), polysacarit vo c6 thé c6 mit
trong céc vién (vi dy, kiéu huyét thanh 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 9N, 9V, 18C, 19A, 19F,
22F, 23F, v.v.) hodc dich ndi (vi du, kiéu huyét thanh 7F, 14, 33F, v.v.). Polysacarit v
thu dugc ¢ dang vién ¢ thé dugc hoa tan trong dung méi thich hop (vi dy, dung dich
nudce natri clorua, v.v.), va sau dé dugc st dung trong budc tiép theo (nghia 13, phan
Umg vé6i natri iodua). Polysacarit vo c6 trong dich ndi c6 thé duoc str dung trong bude

tiép theo (nghia 13, phan ung vdi natri iodua) ma khong phéi tach b sung.

~ Ngoai ra, cacbon hoat tinh trong budc (v) tdt hon 1a c6 thé dugc st dung & ndng
do6 tir 1 dén 5 % (khdi luong/thé tich).

Vi du thue hién séng ché
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Sau ddy, sang ché s& dugc mé ta chi tiét hon bing cac vi dy. Tuy nhién, cac vi
du sau duoc mo ta & day nén dugc xem theo y nghia mé ta va khong cd muc dich 1am

gi6i han sang ché.

Mbi trudng dau nanh dugce st dung trong céc vi du sau c6 thanh phén nhu duoc
néu trong bang 2 dudi day.

Béang 2

Thanh phn méi trudng Ham lugng trong mdi lit (g)

Pepton ddu nanh (Soytone™, BD 243620) 28

Natri clorua‘ 3,5

Kali phosphat 0,7

Vi du 1. San xuét polysacarit vo ¢6 kiéu huyét thanh phé cdu khuén 3, 6B, va 19A
Chudn bi ngan hang té bao

Céc ngudn giéng tuong tmg tao kiéu huyét thanh phé cau khudn 3, 6B, va 19A
dugc thu tir American Type Culture Collection, ATCC. Cac chiing dugce str dung trong

nudi cay giong va nudi cay chinh dugc néu ¢ bang 3 sau.

[Table 3]

Kiéu huyét thanh ATCC No.
3 6303

6B 6326

19A , 10357

Céc ngudn gibng duge nudi cdy trong nhidu thé hé (thé hé F1, F2, va F3). Hai
thé hé bd sung cua nguc“)n giéng da duoc tao ra. Thé hé bd sung thir nhét duge nudi céy
tir lo F3, va thé hé tiép theo dugc nudi cy tir lo ctia thé hé bd sung thu nhét. Lo gidng
duoc bao quan dong lanh (<—70°C) ¢6 glyxerol téng hop 1am chit bio quéan lanh. pé
chuén bi ngan hang té bao, tit ca céc gibng ciy duoc phat trién trong moéi trudng déu

nanh. Trudc khi 1am déng lanh, té bao dugc cd dic bz"mg cach ly tam, loai b6 moi
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trudong da sur dung va tao huyén phu lai cac vién té bao trong moi tredng mai chira

chét bao quan lanh (vi dy, glyxerol tbng hop).
Nudi cdy va thu hdi

Céc gibng chy tir ngan hang t& bao dugc chuéin bi duge sir dung dé cy vao chai
gidng chira mdi trudng dau nanh d& nubi cdy. Sau khi dat duge d6 hép thu dich, chai
gibng duoc sir dung dé cdy vao thiét bi 1én men chira mdi truong dau nanh. Viée nudi
céy duoc thuc hién & nhiét 46 34-38°C va tbc d6 quay 120rpm trong khi duy tri d6 pH
& khoang 7,2 hodc cao hon sit dung NaOH 3N. Thyc hién lay miu mdi 2-3 gid dé do
d6 hép thu. Khi d6 hp thy bit diu ting manh, thyc hién 14y mAu mdi 0,5-1 git va do
do hép thu. Két thuc viéc nudi céy trong khoang 1 gio sau khi d6 hép thu dat dugc gia
tri nhit dinh va duy tri khong d3i. Sau khi két thuc nuéi cdy, thuc hién nuéi cly bd
sung khong diéu chinh d¢ pH & cing diéu kién nhiét do va rpm cho dén khi dat 5,5
hodic thép hon. Sau khi két thuc nudi cdy bd sung, thém natri deoxycholat & ndng do
0,12% dé ly giai t& bao. Dich tan thu dugc theo cach d6 duoc lam lanh xubng 10-15°C,
va sau d6 0 & cling nhiét do trong khoang 3 gid khong khudy @& két tia protein. Sau do,

dich tan thu dugc dugc ly tam dé loai b protein két tta va manh vun té bao.
Tinh sach

Dung dich thu dugc bing ly tam duoc loc s dung thiét bi loc sdu dé loai bd
protein va manh vun té bao chwa duoc 1am léng trong khi ly tim. Dich loc thu dugc
duoc cd dic sir dung mang 100kDa, va sau d6 dung dich ¢6 dic thu duoc duge dem di
siéu loc sir dung dung dich dém natri phosphat 25mM (d¢ pH 7,2). Thuc hién siéu loc
cho dén khi d6 din cua chét thdm tich dat dén khoang 3-4mS/cm, va ap suét xuyén
mang (TMP) dugc thiét lap & 0,5-1,5 bar hodc nhé hon. Loai bo tap chét ra khoi dung
dich thu dugc, va xetrimonium bromua (Hexadexyl-trimetylamoni bromua (HB)) duoc
thém vao dung dich & ndng do khoang 1,0% khdi lugng/thé tich, sau d6 khudy trong
khoang 1 gi¢. Sau do, thuc hién ly tdm dé 1am két tha polysacarit. Vién thu dugc theo
céch d6 dugc hoa tan trong khoang dung dich nude natri clorua 0,25M va natri iodua
(Nal) dugc thém vao d6 & ndng d6 khoang 0,5% khdi luqng/thé tich. Ly tdm dung dich
nay d8 thu hdi dich ndi, va cacbon hoat tinh dugc thém tir tir vao dung dich thu dugc &
ndng d6 khoang 2,0% khdi lugng/thé tich trong khi khudy, sau d6 khudy trong khoang
1 gid va loc. Co ddc dich loc thu duge sir dyng mang 30kDa, va sau d6 dung dich c6
dic duoc dem di siéu loc st dung kho‘éng 10 14n thé tich cta nudc cit ba 12a. Thyc

hién si€u lgc cho dén khi do dan cua chét thim tich dat khoang 10ps/cm, va ép sut
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xuyén mang (TMP) duoc thiét 18p & 0,5-1,5 bar hoic nhé hon. Loc vo trung dung dich

c6 dic thu dugc va bao quan dong lanh & nhiét 46 -20°C hodc thép hon.

Téng ham luong protein, tbng ham Iugng axit nucleic, tbng ham lugng

polysacarit, va hi¢u suét tinh sach dugc danh gia trong mdi budc tinh sach duge dua ra

trong cac bang tir 4 dén 6 dudi day.

Bang 4

Ham luogng protein, ham lugng axit nucleic, va ty 1¢ thu hdi polysacarit vo c6

kiéu huyét thanh 3
Téng ham Ty 1¢ ham Téng ham Ty ¢ ham Téng ham Hicu
lwong cua ., | lwong  axit suat
luong ; .. | luong axit A .. | lwong .
: protein voi A nucleic so v&i ., | tinh
protein I .. | nucleic I . polysacarit h
(mg) polysacarit (mg) polysacarit (mg) sac
(%) (%) ' (%)
Locsau =~ |581320,00 | 354,46 27354,00 16,68 164000,00 | 100,00
Co déc |
/siéu loc | 6829,00 5,57 601,60 0,49 122600,00 | 74,76
100KDa
CTAB/Nal | 7322,00 7,44 204,00 0,21 | 98400,00 60,00
Cacbon | 41500 | 045 58,80 0,06 91600,00 | 55,85
hoat tinh
Co dac
/siéu  loc | 352,50 0,44 28,20 0,04 80400,00 49,30
30KDa
Bang 5

Ham luong protein, ham lugng axit nucleic, va ty 1€ thu hdi polysacarit vo ¢6

kiéu huyét thanh 6B
. Ty 1€ ham | _, Ty 1€ ham | Hiéu
Téng ham | > © | Téng ham| > ° . |Téng ham|
Iwgng cua .| lugng  axit suat
luong . .. | lugng  axit . .. | luong .
- protein véi ] nucleic so véi : .| tinh
protein .| nucleic . polysacarit
(ng) polysacarit (mg) polysacarit (ng) sach
m m m
i %) . %) 8 %)
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Loc sau 137280,00 | 65,37 4872,40 2,32 210000,00 | 100,00
Co dac

/siéu  loc | 8986,00 4,59 576,26 0,29 195800,00 |93,24
100KDa

CTAB/Nal | 7030,00 4,30 352,06 0,22 163600,00 | 77,90
Cacbon

‘ ] 1376,00 0,93 76,96 0,05 148400,00 | 70,67
hoat tinh

Co dac

/siéu loc | 843,00 0,70 43,23 0,04 120000,00 | 67,57
30KDa

Bang 6

Ham lugng protein, ham luong axit nucleic, va ty 1¢ thu héi polysacarit vd ¢6
kiéu huyét thanh 19A

. Ty 1€ ham | _, Ty 1€ ha . Hié
Téng ham | > ° | Téng ham | > © | Téng ham | .
luong cua . | luong  axit sudt
lugng . |luong axit| -~ .. | lwong .
- protein v&i . nucleic so véi .| tinh
protein ) nucleic . polysacarit |
polysacarit polysacarit sach
(mg) o (mg) o (mg) o
(%) (%) ()
Loc séu 1735640,00 | 2479,49 5053,30 7,22 70000,00 | 100,00
Co6 dac S
/siéu  loc | 10288,00 16,87 252,56 0,41 61000,00 | 87,14
100KDa
CTAB/Nal | 5528,00 10,31 593,54 1,11 53600,00 | 76,57
Cacbon .
] 12,00 0,03 0,39 ND* 42400,00 | 60,57
hoat tinh
Co dac
/siéu  loc | 8,00 0,02 0,06 ND* 44650,00 - | 60,86
30KDa

ND*: khong duogc phét hién

Céc két qua cua bang 4 dén 6 cho thdy polysacarit vé thu dugc bing phuong
phép san xuét theo sang ché dap ung tiéu chudn vé ham lugng protein du ma khéng
can sir dung quy tinh axit hoa tach roi bat ky khéc va ty 1é thu hdi polysacarit vo cfing
12n luot 14 49% hoic cao hon (polysacarit vo kiéu huyét thanh 3), 65% hodc cao hon
(polysacarit vo kiéu huyét thanh 6B), va 60% hodc cao hon (polysacarit vo kiéu huyét

-14-



26687

thanh 19A). Do d6, phuong phap san xuét theo sang ché c6 thé dugc sir dung dé san

xué‘_t hiu qua polysacarit vé bing quy trinh duoc don gian hoa.
Vi du 2. San xuét polysacarit vo ¢6 kiéu huyét thanh phé ciu khuén 7F va 14
Chuén bj ngén hang té bao

Céc ngudn gibng twong tmg tao kiéu huyét thanh phé cu khuén 7F va 14 dugc
thu tir American Type Culture Collection, ATCC. Cac ching dugc st dung trong nudi
ciy gibng va nudi cdy chinh dugc néu trong bang 7 dudi day.

Bang 7

Kiéu huyét thanh ATCC No.
7F 10351

14 | 6314

Céc ngudn gidng duge nudi cdy trong nhidu thé hé (thé hé F1, F2, va F3). Hai
thé hé bd sung ngudn giéng d4 duoc tao ra. Thé hé bd sung thir nhét duge nudi cly tir
lo F3, va thé hé tiép theo dugc nudi céy tir lo cua thé hé bd sung thir nhét. Lo giéng
duoc bao quan ddng lanh (<~70°C) c6 glyxerol tdng hop 1am chit bao quan lanh. D&
chuén bi ngén hang t& bao, tit ca céc gidng cdy dugc phét_tr_ién trong mdi truong ddu
nanh. Trudc khi 1am déng lanh, t€ bao dugc cb dic bing cach ly tdm, loai bo moi
trudng da sir dung va tao huyén phu lai cho cac vién t€ bao trong mdi trudng mai chira

chét bao quan lanh (vi dy, glyxerol téng hop).
Nudi cdy va thu héi

Céc gibng chy tir ngdn hang t& bao dugc chuén bi dugc st dung d8 céy vao chai
gibng chtta moi trudng ddu nanh dé nudi cdy. Sau khi dat dugc dd hép thu dich, chai
giéng dugc stir dung dé cay vao thiét bi 1én men chira moi trudong dau nanh. Viéc nudi
cdy duogc thuc hién & nhiét 4o 34-38°C va tbc d6 quay 120rpm trong khi duy tri 6 pH
& khoang 7,2 hodc cao hon sit dung NaOH 3N. Thyc hién 14y miu mbi 2-3 gio dé do
d6 hip thy. Khi @0 hip thu bit diu ting manh, thyc hién 14y mau mdi 0,5-1 gidr va do
do hép thu. Két thic viéc nudi céy trong khoang 1 gi¢ sau khi do h?ip thu dat duoc gia
tri nhat dinh va duy tri khong ddi. Sau khi két thuc nudi céy, thuc hién nudi céy bd
sung khong diéu chinh d6 pH & cing diéu kién nhiét 6 va rpm cho dén kki dat 5,5
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hodc thép hon. Sau khi két thic nudi cdy bd sung, thém natri deoxycholat & ndng do
0,12% d& ly giai t& bao. Dich tan thu dugc theo cich d6 dugc 1am lanh xudng 10-15°C,
va sau d6 U & cung nhiét dd trong khoang 3 gio khong khudy dé két tia protein. Sau do,
dich tan thu duge dugc ly tAm dé loai bo protein két tiia va manh vun té bao.

Tinh sach

Dung dich thu dugc do Iy tim dugc loc sir dung thiét bi loc sau dé loai bd
protein v manh vun té bao chua dugc lam l&ng trong khi ly tdm. Cb ddc dich loc thu
dugc st dung mang 100kDa, va sau d6 dung dich c¢d déc thu duge duoc dem di siéu
loc st dung dung dich dém natri phosphat 25mM (dd pH 7,2). Thuc hién siéu loc cho
dn khi do din cua chit thdm tich dat khoang 3-4mS/cm va 4p suat xuyén mang
(TMP) dugc thiét lap & 0,5-1,5 bar hodc nhé hon. Loai bd tap chét ra khoi dung dich
thu dugc, va xetrimonium bromua (Hexadexyl-trimetylamoni bromua (HB)) dugc
thém vao & ndng do khoang 1,0% khdi lugng/thé tich sau d6 khudy trong khoang 1 gid
va ly tim & thu hdi dich ndi. Sau d6, natri iodua(Nal) ducc thém v&o dich ndi & nong
6 khoang 0,5% khéi luong/thé tich. Ly tam dung dich thu duge d& thu héi dich ndi,
va cacbon hoat tinh dugce thém tir tr vao dung dich thu dugce & ndng d6 khoang 2,0%
khéi lugng/thé tich trong khi khudy, sau d6 khudy trong khoang 1 gid va loc. Co dic
dich loc thu duge sir dung mang 30kDa, va sau d6 dung dich c6 ddc duge dem di siéu
loc st dung khoang 10 13n thé tich nudc cét ba lan. Thuc hién siéu loc cho dén khi do
dn ciia chét thAm tich dat khoang 10ps/cm va ép suft xuyén mang (TMP) duoc thiét
1ap & 0,5-1,5 bar hogc nhod hon. Loc vd trung dung dich ¢6 dic thu dugce va bao quan
dong lanh & nhiét d6 -20°C hogc thép hon.

Téng ham lugng protein, tbng ham lugng axit nucleic, tbng ham lugng
polysacarit, va hi¢u suét tinh sach duoc dénh gia trong mdi bude tinh sach duge dua ra
trong bang 8 dén 9 sau day.

Béang 8

Ham luong protein, ham lugng axit nucleic, va ty 1€ thu hdi polysacarit vo cd
kidu huyét thanh 7F

Téng ham | T9 16 ham | TOng ham | Ty 16 ham | Tong ham :
Ong ham | Ty 1& ham | 10Ng a‘ Ty 1& ham | 10Ng Hiéu suit
lu‘(_mg- luong  cua luqng axit | lyong  axit | [rong | tinh sach

| protein protein  v6i nucleic nucleic  so | polysacarit %)
(mg) polysacarit (mg) véi (mg)
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(%) polysacarit
(%)

Loc sau 1861130,00 | 1604,42 4325,00 3,73 116000,00 | 100,00
Co déc . .
/siéu loc | 21352,00 21,39 546,80 0,55 99800,00 86,03
100KDa
CTAB/Nal | 5962,00 6,47 565,70 0,61 92200,00 79,48
Cacbon : '

) 428,00 0,50 269,67 0,32 85200,00 73,45
hoat tinh
Co  dic
/siéu loc | 259,00 0,42 21,30 0,03 61300,00 60,26
300KDa
Bang 9

Ham luong protein, ham lugng axit nucleic, va ty 1€ thu hdi polysacarit v c6

kiéu huyét thanh 14
s s Ty 1€ ham
. Ty 1& ham | _, ) R .
Tong ham | Téng ham | lugng axit | Tong ham | __ =
lwong cua ) . Hiéu suat
luong . .| lugng axit | nucleic  so | lugng .
i protein véi . B . tinh sach
protein .| nucleic véi polysacarit
polysacarit ) (%)
(mg) %) (mg) polysacarit | (mg)
° (%)
Loc sau 138480,00 | 121,47 6609,40 5,80 114000,00 | 100,00
Co dac
/siéu loc | 10624,00 | 12,92 1369,61 1,67 82200,00 72,11
100KDa
CTAB/Nal | 3706,00 4,10 491,22 0,54 90400,00 79,30
Cacb
a0l ) 656,00 | 0,99 274,56 | 0,42 66000,00 | 57,89
hoat tinh
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Co dac
/siéu  loc | 209,00 0,41 68,09 0,13 50490,00 55,87
30KDa

Céc két qua ctia bang 8 va 9 thé hién ring polysacarit vo thu dugc béng phuong
phap san xuét theo sing ché dap tmg céc tiéu chuin vé ham luong protein du ma
khong cén thém quy trinh axit héa tach roi bat ky, va ty 18 thu hdi polysacarit vo cling
14n luot 12 60% hodc cao hon (polysacarit vo kiéu huyét thanh 7F) va 55% hogc cao
hon (polysacarit v kiéu huyét thanh 14). Do d6, phuong phép san xudit theo séng ché
c6 thé duoc st dung d& san xuét hiéu qua polysacarit vo bing quy trinh dugc don gian

héa.
Vi du 3. San xuét polysacarit vo c6 kiéu huyét thanh phé ciu khuén 23F
Chuén bi ngan hang té bao

Ngudn gibng sinh kiéu huyét thanh phé ciu khudn 23F thu dugc tir American
Type Culture Collection [ATTC, sd 6323]. Cac ngudn gibng dugc nudi cdy trong
nhidu thé hé (thé hé F1, F2, va F3). Hai thé hé bd sung ctia ngudn gidng da dugc tao ra.
Thé hé b sung thir nhét duoc nudi céy tir lo F3, va thé hé tiép theo dugc nudi céy tir lo
clia thé hé bd sung thir nhit. Lo gidng duge bao quan dong lanh (<=70°C) c6 glyxerol
tdng hop 1am chit bao quan lanh. D& chuén bi ngan hang té bao, tAt ca cac gidng cly
dugc phat trién trong mdi trudng dau nanh. Trudc khi lam dong lanh, té bao duge cd
dic bang cach iy tAm, loai béo mdi truong da st dung va tao huyén pht lai cac vién té

bao trong moi trudng mai chira chét bao quan lanh (vi dy, glyxerol tbng hop).
Nudi cdy va thu hdi

Céc gidng chy tlr ngdn hang té bao duoc chudn bi duoc st dung dé cy vao chai
gidng chira mdi trudng ddu nanh d8 nudi ciy. Sau khi dat dugc d0 hép thu dich, chai
hat giéng duoc st dung dé céy vao thiét bi 1én men chira méi trudng ddu nanh. Vige
nudi céy duoc thuc hién & nhiét d6 34-38°C va tbc 46 quay 120rpm trong khi duy tri
d6 pH & khoang 7,2 hodc cao hon st dung NaOH 3N. Thyc hién 14y mAu mbi 2-3 gid
d& do d6 hap thu. Khi d6 hip thy bt dau ting manh, thyc hi¢n 14y mAau mdi 0,5-1 giv
va do do hip thu. Két thic viéc nudi chy trong khoang 1 gid sau khi do hép thu dat
duoc gia tri nhét dinh va duy tri khong ddi. Sau khi két thuc nu6i céy, thuc hién nuoi
chy bd sung khong diéu chinh do pH & cing didu kién nhiét d6 va rpm cho dén khi dat

5,5 hodc thip hon. Sau khi két thic nudi cdy bd sung, thém natri deoxycholat & ndng
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d 0,12% dé ly giai t& bao. Dich tan thu dugc theo cach d6 dugc lam lanh xuéng
10-15°C, va sau d6 U & cung nhiét d§ trong khoang 3 gid khong khudy dé két tha
protein. Sau d6, dich tan thu duogc dugc ly thm d8 loai bo protein két tlia va manh vun

té bao.
Tinh sach

Dung dich thu dugc béng ly tdm dugce loc sir dung thiét bi loc sau dé loai bo
protein va manh vun t& bao chua dugc 1am léng trong khi ly tdm. C6 déc dich loc thu
dugc st dung mang 100kDa, va sau d6 dung dich ¢6 déc thu duge duge dem di siéu
loc sit dung dung dich dém natri phosphat 25mM (d6 pH 7,2). Thyc hién siéu loc cho
dén khi do din cua chit thdm tich dat khoang 3-4mS/cm va 4p suit xuyén mang
(TMP) dugc thiét lap & 0,5-1,5 bar hodc nhé hon. Loai bo tap chét ra khoi dung dich
thu duoc, va xetrimonium bromua (Hexadexyl-trimetylamoni bromua (HB)) dugc
thém vao & ndng dd khoang 2,5% khéi lugng/thé tich, sau d6 khudy trong khoéang 1
gi® va ly tAm @& két tla polysacarit. Vién thu dugc tir d6 dugc hoa tan trong dung dich
nudc natri clorua khoang 0,25M, va thém- natri jodua (Nal) vao & ndéng do khoang
0,5% khéi luqng/thé tich. Ly tdm dung dich thu dugc @& thu hdi dich ndi, va cacbon
hoat tinh duogc thém tir tir vao dung dich thu duoc & néng d6 khoang 2,0% khéi
luong/thé tich trong khi khudy, sau d6 khudy trong khoang 1 gio va loc. C6 déc dich
loc thu duoc sit dung mang 30kDa, va sau d6 dung dich c6 déc dugc dem di si€u loc
sir dung khoang 10 13n thé tich nudc cét ba 1an. Thyc hién siéu loc cho dén khi @6 dén
ctia chét thim tich dat khoang 10ps/cm va ap suit xuyén mang (TMP) dugc thiét 1ap &
0,5-1,5 bar hojc nhé hon. Loc v6 trung dung dich ¢6 dc thu duge va bao quén dong
lanh & nhiét d6 -20°C hozc thip hon. ‘

Téng ham luong protein, tbng ham luwong axit nucleic, tbng ham luong
polysacarit, va hi¢u sut tinh sach duge danh gia trong mdi bude tinh sach dugc néu
trong bang 10 sau day.

Bang 10

Ham lugng protein, ham qung é\Xit' nucleic, va ty 1¢ thu hdi polysacarit v c6
kiéu huyét thanh 23F '

. Ty 1€ ham | __, Ty 1€ ham | __, | Hiéu
Téng ham| > ©° | Téng ham| > ° . |Téng ham|
lwong cua . | luong axit suat
lugng .. |luong axit : luong .
- protein voi ] nucleic so . tinh
protein ) nucleic L. polysacarit
polysacarit véi sach
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(mg) (%) (mg) polysacarit | (mg) (%)
(%)

Loc sau 1667780,00 | 1437,74 5740,00 4,95 116000,00 100,00
co
dac/siéu
loc 17798,00 17,28 442,90 0,43 103000,00 | 88,79
100KDa
CTAB/Nal | 7678,00 9,23 299,00 0,36 83200,00 71,72
Cacbon B} .

) ND* ND* 137,20 0,18 77600,00 66,90
hoat tinh
Co
dic/siéu ND* ND* 5,605 0,01 55860,00 64,53
loc 30KDa

ND*: Khéng dugc phét hién

Két qua néu trong bang 10 cho thdy ring polysacarit v c6 kiéu huyét thanh 23F

thu duoc tir phuong phap san xuét theo sing ché dap tmg céc tiéu chuan vé ham lugng

protein du khong can sir dung quy trinh axit héa bd sung va ty 18 thu hdi polysacarit vo

cling 1a 60% hodc cao hon. Do d6, phuong phap san xudt theo sang ché c6 thé duge sir

dung dé san xut higu qua polysacarit vo béng quy trinh dugc don gian hoa.
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phap sén xuét polysacarit v c6 kidu huyét thanh phé cau khuin, trong d6

phwong phép bao gdm céc budc:

() nudi cAy té bao vi khuén san xut kidu huyét thanh phé ciu khudn trong khi duy tri
d6 pH ctia canh trudng nudi c4y nam trong khoang tir 7,0 dén 9,4;

(b) két thuc nudi cdy & budc (a) ¢ thoi didm giita lic d6 hap thu clia canh trudng nubi
cdy duy tri khong dbi va lac do hap thu bét dAu giam;

(c) thuc hién nudi ciy bd sung canh trudng nudi chy & budc (b) ma khong diéu chinh
d6 pH cho dén khi d6 pH ctia canh trudng nudi cdy dat dén d6 pH bang 5,5 hoic thap

hon;

(d) bd sung chat ly giai vao canh trudng nudi chy thu duogc tir budc (c) dé 1am ly giai té
bao, lam két tua protein, va loai bd protein két tha va méanh vun t& bao dé thu duoc

dich tan té bao d3 lam trong; va
(e) tach va tinh sach polysacarit v tir dich tan thu dugc tir bude (d).

2. Phwong phap theo diém 1, trong d6 kiéu huyét thanh phé cAu khuén 14 1, 2, 3, 4, 5, |
6A, 6B, 7F, 9N, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F hodc 33F.

3. Phuong phép theo diém 1, trong d6 viéc nudi céy & bude (a) duoc thyuc hién & nhiét
d6 tir 34 dén 38°C c6 khudy & téc d6 50 dén 150rpm.

4, Phuong phép theo diém 1, trong d6 bude (b) duge thyuc hién bang cach két thuc viéc
nudi cdy & budc (a) trong 1 dén 3 gior tir thoi diém khi do hép thu ctia canh trudng nudi

chy duy tri khéng ddi.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 viéc nudi chy bd sung bude (c) duge thyc hién &
nhiét d6 tir 34 dén 38°C c6 khudy & téc d6 50 dén 150rpm khong diéu chinh do pH.

6. Phuong phép theo diém 1, trong d6 chét ly giai dugc st dung trong budc (d) 14 natri
deoxycholat.

7. Phuong phép theo diém 1, trong d6 bude (d) duge thyc hién béng cach thém chét ly

giai vao canh trudng nudi chy thu duoc tir bude (c) @8 1am ly giai t bao, sau kki G dich
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tan t& bao thu dwoc & nhiét d6 tr 10 dén 20°C trong 3 dén 24 git khong khudy ¢ lam

két tua protein, va loai bo protein két tiia va manh vun té bao bing cach ly tm.

8. Phuong phép theo diém 1, trong @6 viéc tach va tinh sach ctia budc (e) bao gdm céc
budc:

(i) loc dich tan thu dugc tir budce (d) st dung thiét bi loc séu;
(ii) c6 dic dich loc thu dugc tir budce (i), sau d6 siéu loc va ly tam;

(iii) cho dich ndi thu duge tir bude (ii) phan ung voi chét hoat dong bé mit dang cation,

va sau d6 ly tdim dung dich thu dugc dé thu vién hodc dich ndi chira polysacarit vo;

(iv) cho polysacarit vo thu dugce tlr budc (iii) phan ng véi natri iodua, sau dé ly tam

thu duoc dich ndi;
(v) thém cacbon hoat tinh vao dung dich thu dugc tir bude (iv), sau d6 loc; va

(vi) ¢ dic dich loc thu duoc tir budc (v), sau d6 sidu loc va ly tdm thu dugc

polysacarit vo.

9. Phuong phép theo diém 8, trong d6 viéc cd dic & budce (ii) duge thuc hién st dung
mang 100kDa.

10. Phuong phép theo diém 8, trong d6 viéc cd dic & budc (vi) duge thuc hién st dung
mang 30kDa.

11. Phuong phép theo diém 8, trong do chit hoat dong bé mit dang cation dugc sir

dung trong budc (iii). 14 xetyltrimetylamoni bromua.

12. Phuong phap theo diém 11, trong d6 xetyltrimetylamoni bromua duoc st dung &
ndng do tir 0,5 dén 3,0%.

13. Phuong phép theo diém 8, trong d6 cacbon hoat tinh dugc sfx.dung trong budce (v)
duoc st dung & ndng d6 tir 1 dén 5% (khéi luong/thé tich).
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