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Linh vgc ky'thuzfit dwoc dé cap

Sang ché thudc linh vure cong nghé sinh hoc, cu thé 14 d& cap dén quy trinh san xuét
ché phdm chira lactoferrin tir chiing nim men Pichia pastoris KM71-3 téi to hop.

Tinh trang ky thut ciia sang ché

Lactoferrin (LF) 12 mét protein lién két v6i sit khong chita nhan hem, mét thanh
phan trong ho protein trasferrin v6i chitc nang chung 1a vén chuyén sit trong mau
(Shanbacher et al., 1992). LF dugc tao ra bdi cac té bao biéu m6 mang nhay ciia nhiéu loai
dong vat ¢6 vi khac nhau nhu nguoi, bo, dé, ngua, ché va nhidu loai gim nhdm khac. LF
dwoc tim thiy trong cac dich tiét nhu nude mét, nude bot, dich am dao, semen, nude miii,
dich phéi, dich mét, dich da day, dich rudt, nude tiéu (van der Strate et al., 2001, Oztas et
al., 2005) va dic biét 1a c6 mit voi ham lugng cao trong sita va sita non (7 g/l) (Rodriguez
etal., 2005). LF 1 mot thanh phan protein chiém ham luong cao thir 2 trong sita sau casein
(Connely et al., 2001). LF ciing c6 mit trong dich co th8 nhw méau va dich mang 6i. Ham
lugng LF cling c6 su thay d6i 16n, v6i ndng dd cao nhat 12 7 g/l sita non clia ngudi, 1 g/l
dbi véi sita ngudi trong giai doan tiét sita va 0,4 mg/l trong huyét thanh ctia nguoi binh
thudng va tang 1én 5000 1an khi ¢6 sy nhiém khuan.

LF c6 kha ning két hop v6i véi ai luc cao véi sit va tdn tai bén vimg trong mot phd
rong pH, tham chi ca & pH rét thap (Aisen et al., 1972). LF cling khé bi phan hily bdi cac
protease. LF dugc coi 1a mét protein da chirc nang. LF lién quan dén nhiéu chirc ning sinh
ly khac nhau nhu diéu hoa hép thu sit trong da rudt, dap ing mién dich, chéng oxi hoa,
chéng phong ngira ung thur, va chéng viém; LF gitip béo vé d6i v6i sy nhiém khuan va dic
tinh ndy ducc nghién ctru nhidu nhit cho dén nay. Hoat tinh khang khuén cta LF chu yéu
do hai co ché: (1) hép thu sit tai cac vi tri ¢6 su xAm nhiém lam mét di ngudn dinh dudng
nay cua vi sinh vat do d6 sé tao ra su kiém ham phat trién cua vi sinh vt ; (2) sy twong tac
true tiép ciia LF v4i cac tac nhan gdy nhiém. C4c axit amin tich dién dwong ciia LF ¢6 thé
twong tac v6i cac phan tir ion 4m trén bé mit cta vi khudn, virut, nAm va ky sinh tring va
tir d6 gay ra sy phan huy té bao.

Do c6 nhiéu dic tinh bao vé tét d6i véi co thé nén nhu cau bd sung dudi dang thude
hodc thuc phim chtrc ning ngly cang ting. Trong thoi gian qua, nhiéu nha ngudi ciru di
tap chung nghién ctru tim kiém phwong 4n thich hop dé san xuét protein nay. Ngay nay,
LF c6 thé dvgc san xuét theo 2 con dudng : (1) tich chiét tir sira va sita non cta nhidu loai
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dong vat khac nhau; (2) san xut LF t4i tb hop (rLF) tir cac h¢ biéu hién nhu vi khuan, ném,
virut, hodc thim chi tir thuc vat va dong vat bién dbi gen.

Cac phuong phap san xuét Lactoferrin
Tinh sach Lactoferrin tur siia

Vi lactoferrin bi bién tinh khi bi xtt Iy nhiét nén sita thanh tring khong dugc st dung
lam ngudn nguyén liéu d tich chiét lactoferrin. Do d6 sita gdy va whey phomat s& dugc
st dung dé tach tinh sach lactoferrin. Chién lugc tinh sach LF dugc thiét ké dua vao dic
tinh cua LF va phu thudc vao 3 kiéu sic ky. Vi LF 1a mt protein c6 ban chét tich dién
dwong do d6 LF ¢6 thé duoc tinh sach béng sic ky trao ddi ion str dung cot carboxy-methyl
Sephadex (cot CM) (Law va Reiter, 1977; Yoshida et al., 2000; Faraji et al., 2017). Phuong
phép tinh sach nay 1a quy trinh thuong quy nhét d tinh sach LF cta bod ddi vdi cac cong
ty chuyén san xuit bLF. Do sach c6 thé dat > 95% (Tomita et al., 2002). Sita gdy (pH 6,7)
hoic whey phomat (pH 6,4) dugc loc va dua Ién mot cot sdc ky trao ddi cation. Cot duge
rita v6i dung dich NaCl ndng d6 thp (1,6 %) @8 loai bo lactoperoxidase. Sau d6 bLF dugc
théi ra khoi cot véi dung dich NaCl ndng d6 cao (5%). bLF dugc ¢b dic bang phuong phap
siéu loc va duoc loai mudi bang phuong phap thAm tich. Sau khi duge xir ly & nhiét do
thap, bLF dugc sdy dong kho dé tao bot. Ngoai ra, bLF ciing c6 thé dugc siy phun sau khi
loc vO trung.

LF la protein lién két v6i F** nén né c6 thé dugc tinh sach bing phwong phap sic
ky & luc vé6i sét va céc hop chit tich dién 4m nhu heparin (Aguila et al., 2000). Sic ky i
lyc Heparin-Sepharose da dugc str dung dé tinh sach LF tir sita g?iy nguoi, dich tuy va sita
gly bo. Ngodi ra, LF cfing 12 mt protein dugc dudng héa nén né cé cling c6 thé duoc tinh
sach bang cot sic ky i luc ConA (Nuijens et al., 1996).

San xuét Lactoferrin tai t6 hop

Viéc san xuat hLF bang phuong phép tinh sach tir stta ¢6 mdt so han ché: (1) ¢6 the
tidm 4n mdt sé rui ro vé an toan nhu ¢6 kha ning bi tap nhiém véi cac tic nhan gdy bénh
tur nguoi; (2) han ché vé nguodn cung sira.

Cho dén nay nhiéu hé biéu hién LF t4i t& hop da dugc phét trién ké ca sinh vat nhan
thuc va nhan so. Cac hé théng biéu hién LF tai td hop bao gém vi khuin, nAm men, nim
mdc, con tring, té bao dong, dé, tho, chudt, bo, thudc 13, lua, kho, khoai tiy, khoai lang, ca
chua, linh lang, sdm, lia mach. Cac hé théng biéu hién nay cho phép biéu hién LF c6 nguén
géc tir nhiéu loai khac nhau nhu ngudi, bo, ngwa, d&. Mic d6 biéu hién LF cling khac nhau
@61 véi mbi vat chi khac nhau.
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Lactoferrin nguoi tai to hop di duoc sén Xuét trong A. niger var. awamori bdi cong
ty Agennix Inc., trong bo chuyén gen boi cong ty Pharming Technologies B.V., va trong
lha gao boi cong ty Ventria Bioscience.

Lactoferrin ngudi tai td hop da dugc san xult v&i ning sudt dat 2 g/L mdi truong
1én men A. awamori (Ward et al., 1995); 5 g/L d6i voi A. niger var. awamori (Headson,
2000) va duoc tinh sach bing sic ky trao dbi cation. Lactoferrin ngudi tai td hop duge san
xuét bdi A. niger c6 dic tinh twong tw nhu hLF ty nhién.

B0 chuyén gen mang gen ma héa hLF nguoi dudi su didu khién boi promoter asi-
casein c6 kha ning tong hop 0,4-3,0 g/L sira (Van Berkel et al., 2002). LF tai t6 hop trong
sita bo chuyén gen di dwgc tinh sach bing séc ky trao d6i ion Mono S. Tuong ty nhu LF
san xudt bdi ndm méc, mic di LF tai td hop tir bo c¢6 su khac biét vé sy dudng héa so véi
LF ty nhién nhung hoat tinh cta LF tai td hop van tuong tu nhu dang tw nhién. Dé cling 1a
mot vat chi dugc st dung dé san xuat LF nguoi tai t6 hop. Hiéu suit téng hop LF tai tb
hop trong sira dat 0,765 — 2,0 g/L, va thLF duoc tinh sach b%mg séc ky trao ddi ion vai d6
sach dat 97% (Han et al., 2007; Zhang et al., 2008). Mot nghién ctru gﬁn day cua Yu va
cong s 2012 da tao ra dé chuyén gen c6 kha ning tdng hop LF ngudi dat khoang 30 mg/ml
sita. Hiéu sudt tinh sach LF tir sita toan phﬁn dat khoang 70% v&i d9 sach trén 98% (Yu et
al., 2012).

Déi v6i hé bidu hién thuc vat, lactoferrin ngudi tai td hop ciing da duge bidu hién
trong lua gao va 0,5% trong lugng hat (Bethell and Huang, 2004; Nandi et al., 2005).

D&i v6i hé biéu hién vi khuln trong d6 chi yéu 1 E. coli, hidu suat biéu hién LF tai
t6 hop 12 2 — 60 mg/L. Mirc d6 tong hop LF nay chi trong duong nhu LF trong sita bo. Péi
v6i hé biéu hién vi khuin néi chung va E. coli néi riéng khong c6 su bién ddi sau dich ma
ddc biét 1a su dudong héa protein trong khi d6 LF la mdt glycoprotein nén hé biéu hién E.
coli c6 nhimg han ché trong viéc san xuét lactoferrin.

Déi v6i hé biéu hién ndm men, 12 mot sinh vét c6 hé thong diéu khién gen don gian
nhu vi khun nhung protein sau khi dugc tong hop c6 thé dugc bién ddi diac biét 1a c6 kha
ning dudng héa protein nén rt phit hop b1 v6i glycoprotein LF. Cho dén nay nhiéu nghién
ctru biéu hién LF d3 duoc thuc hién trong ndm men véi hiéu suét dat 2 — 3500 mg/L. Tuy
nhién chua ¢6 quy trinh cong nghé quy mé 16n dé san xuat Lactoferrin tit Pichia pastoris
tai td hop.
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Ban chét k§ thuét ciia sang ché
Pé giai quyét cac van d ton tai néu trén, sang ché d& xuét quy trinh san xuit ché
phim chira lactoferrin tir chung nim men Pichia pastoris KM71-3 tai td hop. Quy trinh
nay bao gdm céc bude:
i) 1én men chuing Pichia pastoris KM71-3 tai t6 hop sinh téng hop Lactoferrin
ii) thu hdi sinh khdi ndm men Pichia pastoris va sdy khd
iii) tach va tinh sach protein lactoferrin
iv) dongkho va tao ché phim chira lactoferrin
M5 ta vin tit hinh vé
Hinh 1 13 so dd quy trinh san xuat ché phim chtra lactoferrin tir ching nim men Pichia
pastoris KIVIT1-3 tai td hop
MO ta chi tiét sang ché
Sang ché d& xuét quy trinh san xuét trinh san xuit ché phdm chira lactoferrin tir
chang nAm men Pichia pastoris ti t hop. Quy trinh niy bao gdm cic bude sau:
1) 16n men ching Pichia pastoris tai td hop sinh téng hop Lactoferrin
i) thu hdi sinh khdi ndm men Pichia pastoris va siy khd
iii)  tAch va tinh sach protein lactoferrin
iv)  dongkhd va tao ché phim chiralactoferrin
Cu thé céc bude duge tién hanh nhu mé ta chi tiét duéi day.
i) Lén men chung Pichia pastoris KM71-3 tai t4 hop sinh téng hop lactoferrin
Lam tuoi ching gidng
Chung gidng duge st dung 12 Pichia pastoris KM71-3 tai t6 hop duge bao quan trong
50% glyxerol & tu lanh sau -80°C.
- Chung Pichia pastoris KM71-3 tai t6 hgp & -80°C dugce 14y ra, giit trong d4 lanh.
- Dung tim cy v6 tring liy ra mét it té bao tir dng gidng, cdy ria 1am ba pha trén
diz méi trudng YPD (1% Chiét xudt ndm men, 2% Pepton, 2% Dextroza).
- Pia dugce u & 28°C trong 2 ngay dé nAm men moc thanh khuén lac don.
- Dia dugc bdo quan 4°C trong 1 thang.
Nhén gidng
Nhan giéng cép 1:
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Lua chon khudn lac don cy chuyén vao 250 ml méi trudng nhan gidng cip 1
(mdi trudng 2x-MMP (g/1): KH2PO4 1,7%; MgS04.7H20 0,2%; (NH4)2S04 1,5%;
cao ngd 0,5%; Glyxerol 1% pha trong dém phosphat 0,1M, pH=6,0), b6 sung
Biotin 1X va vi luong khoang PTM4 1X) trong binh tam gidc ¢& 500 ml.

Nudi lic 120 vong/phit, & 28°C, thoi gian 16-18 gid.

Nhan gibng cip 2:

Chuyén dich nudi cdy cdp 1 vao hé thdng 1én men chtra 5 1it mdi trudng nhan
gidng (moi trudng 2x-MMP (g/1): KH2PO4 1,7%; MgS04.7H20 0,2%; (NH4)28O4
1,5%; cao ngd 0,5%; Glyxerol 1% pha trong dém phosphat 0,1M, pH=6,0), b
sung Biotin 1X va vi lugng khoang PTM4 1X.

Thanh phﬁn PTM4 500X: CuS04.5H20 0,2%; Nal 0,008%; MnSO4+.H20 0,3%;
(NH4)sM07024.4H20 0,0148%; H3BO3 0,002%; CoCLa2 0,05%; ZnCL> 0,7%;
FeS04.7H20 2,2%:; Biotin 0,02%; H2SO04 0,1%. Mbi truong dugce loc thanh trung
bang mang loc vi sinh trong ti cdy, bao quan 4°C.

Nudi trong hé théng 1én men véi didu kién khudy 120 vong/phut, c6 suc khi &
diéu kién 28°C trong 16-18 gio.

Lén men chinh

Chuén bj thiét bi 1én men véi dung tich dich 1én men 100 lit

Can du cAc héa chit theo thanh phin méi trudng 1én men: mdi trudng 2x-MMP
(g/): KHaPOs 1,7%; MgS04.7TH20 0,2%; (NH4)2804 1,5%; cao ngd 0,5%;
Glyxerol 1% pha trong dém phosphat 0,1M, pH=6,0), bd sung Biotin 1X va vi
lugng khoang PTM4 1X.

Cho timg loai héa chat vao thiét bi chira chuyén dung, vira cho vira khudy dé dam
bao hoa chét tan hoan toan.

Bom toan bd dich m6i truong 1én men tir binh chira sang thiét bi 1én men

Khir tring méi truong 110°C trong 30 phut; 1am ngudi vé nhiét d6 phong

Ti€p gidng va lén men

Trude khi tiép giéng, tién hanh do mat d6 sinh khdi & giéng cép 2 va tiép gibng
vao thiét bi 1én men sao cho ODgoo khoi dau trong moi truong 1€n men dat 0,5
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Tién hanh 1én men & didu kién thiét 1ap: nhiét do 28°C, pH = 6,0; Oxy hoa tan
(DO) ~ 20% (giit theo toc do khudy). Viéc kiém soat oxy dugc thuc hién béng
khudy va suc khi 1vvm.

Tién hanh 1én men véi cac diéu kién 1én men nhu trén trong 14 gid.

Sau 14 gid, tién hanh bd sung dich cip dudng theo ché d6 DO stat (DO=20%)
v6Gi thanh phﬁn nhu sau: Glyxerol 29,23%; cao ngd 2,62%; (NH4).S04 9,2%;
Biotin 1X va PTM4 1X.

Sau 48 gid 1én men khi sinh khéi t& bao dat cao nhit (OD600 dat khoang trén
300) tién hanh cam tGng bang dung dich methanol (dich cam tmg) chira MeOH
18%, Biotin 1X, PTM4 1X.

Qua4 trinh 1én men dugc duy tri trong 96 gio tir khi bét dau 18n men.

Sau khi két thiic 1én men, tién hanh bom toan bd dich 1én men vao thung chta di
dong (c6 banh xe) va chuyén sang phong ly tam.

ii) Thu hoi sinh khoi nam men Pichia pastoris va sdy kho

Ly tam

Sinh khéi nAm men sau 1én men dugc thu hdi bing k§ thuat ly tm lién tuc. Quy

trinh nay bao goém cac budc:

Chuan bi may ly tdm lién tuc: bao gom viéc rira vé sinh may bang nudc mém va
chay ly tAm khong tai v6i nude mém de 1am sach hé thong

Két ndi may ly tAm véi thung chtra dich 1én men

Tién hanh ly tAm & ché d6 luu lugng dong ra: khoang 80 lit/gidy
Thu nhén sinh khéi trong khoang chita rotor

Béo quén sinh khéi & -20°C

Dong khé sinh khéi

Sinh khéi thu duoc duoc tron véi maltodextrin ty 18 5% va dan déu trén khay inox,
sau d6 cho vao ti ddng -20°C trong 24 gidy dé sinh khdi dong d4 hoan toan. Sau khi sinh
khdi dong d4, tién hanh dong kho bang thiét bi dong kho YK-118 Vacuum Freeze Dryer
trong thoi gian 48 gio.

iii) Tach va tinh sach protein lactoferrin

Nghién sinh khdi



3343

Vé sinh méy nghién bing con 70%
Pua sinh khéi sau khi dong kho vao médy
Nghién thanh bdt min: thoi gian nghién 5 phit

Béo quan bt trong tdi thiéc han kin, giit -20°C

Chiét protein

ChuAn bi dich dém chiét: 1X PBS pH 7,4 v6 tring (0,137 M NaCl; 2,7 mM KCI;
0,01 M Na;HPOy; 1,8 mM KH,POy); thanh tring dung dich dém chiét & didu kién
121°C, 30 phut.

Hoa bot nghién vao dém 1X PBS, pH 7,4 theo ty 1& 1kg : 3 lit dung dich dém 1X
PBS, pH 7.4.

Khudy déu trong 24 gid & nhiét do 4°C
Dich chiét xong dugc cho qua may ddng hoa & didu kién ap suét 1200 bar.

Ly tam thu dich chiét: 10000 vong/pht, trong 20 phit, & 4°C.

Tinh sach Lactoferrin
Chuén bj gel:

Hat resin IMAC (TOYOPEARL AF- Chelate- 650M, Tosoh Corporation) dugc
i vé6i ion Ni2*(0,2 M) trong 2 gio.

Rira hat gel bang DI.H,0 véi ty 16 bing 3 1an thé tich gel
Rira hat gel bing 1X PBS pH 7,4 véi ty 1€ bing 3 lan thé tich gel

Gan protein:

Tron dich chiét protein v6i gel theo ty 1€ dich chiét protein:gel = 3:1 (v/v)
Léc hon dich qua dém & 4°C

Rura gel:

Ly tam 6000 vong/phit, & 4°C trong 5 phut, sau d6 thu gel
B sung dém rira (1X PBS, pH 7.4): ty 18 1:1, tron déu 5 phut
Ly tdm 6000 vong/phut trong 5 phut, sau d6 thu gel

Lap lai budc rira: 5 1an

Théi protein:
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B6 sung dém thoi (40 mM Imidazol/1X PBS pH 7,4) vao gel, ty 1€ 1:1 (v/v)
Léc déu trong 30 phit

Ly tim 6000 vong/phut, trong 5 phut

Thu dich

boi dém:

Dich protein dugc d6i dém st dung hé thdng loc mang 10 kDa, dém duogc sir
dung 1a 1X PBS pH 7.4.

Dich protein tinh sach: dugc dinh lugng, kiém tra do sach bang dién di SDS-
PAGE va bao quan & -20°C

iv) Pong kho va tao ché phim chira lactoferrin

Dich protein thu duge duge trén véi maltodextrin theo ty 18 thich hop dé dat >
80% Lactoferrin.

Lam dong da hdn dich

Tién hanh dong kho trong khoang 36 gio
Nghién thanh bot min bing méy nghién

Kiém tra san phdm, cu thé 1a ham lugng protein

Béo quéan san pham & -20°C

Vi du thye hién siang ché

Céc vi du dué6i day chi nhim minh hoa cic phuong an thyuc hién sang ché ma khong

lam han ché pham vi yéu cau bao hd cla sang che.

Vi du 1: Quy trinh Ién men Pichia pastoris KM71-3 tai t6 hop tong hop Lactoferrin quy
mo 100 lit/mé

Nhan giéng

Nhén giéng cip 1:

Lua chon khudn lac don cdy chuyén vao 250 ml mdi trudng nhén gibng cp 1
(mdi trudng 2x-MMP (g/1): KH2PO4 1,7%; MgS04.7H20 0,2%; (NH4)2504 1,5%;
cao ngd 0,5%; Glyxerol 1% pha trong dém phosphat 0,1M, pH=6,0), bb sung
Biotin 1X va vi lugng khoang PTM4 1X) trong binh tam gidc ¢& 500 ml.

Nubi lic 120 vong/phut, & 28°C, thoi gian 16-18 gid.
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Nhan gibéng cép 2:

Chuyén dich nudi cy cép 1 vao hé théng 1én men chira 5 it moéi trudng nhin
gidng (mdi truomg 2x-MMP (g/1): KH2PO4 1,7%; MgS04.7H20 0,2%; (NH4)2S04
1,5%; cao ngd 0,5%; Glyxerol 1% pha trong dém phosphat 0,1M, pH=6,0), bd
sung Biotin 1X va vi luong khoang PTM4 1X

Thanh phan PTM4 500X: CuSO4.5H20 0,2%; Nal 0,008%; MnSO4.H>0 0,3%;
(NH4)sM07024.4H,0 0,0148%; H3BO3 0,002%; CoCL2 0,05%; ZnCL2 0,7%;
FeS04.7H,0 2,2%; Biotin 0,02%; H2S04 0,1%. M6i truong duge loc thanh tring
bing mang loc vi sinh trong ta cdy, bao quan 4°C

- Nudi trong hé théng 1én men véi didu kién khudy 120 vong/phit, c6 suc khi &

didu kién 28°C trong 16-18 gio.

Lén men chinh

Budc 1: Chuén bi thiét bi 1én men véi dung tich dich 1én men 100 lit

Cén @ c4c hoa chét theo thanh phin moi trudng 1én men: mdi trudng 2x-MMP
(g/): KHoPO4 1,7%; MgSO4.7TH20 0,2%; (NH4)2S04 1,5%; cao ngd 0,5%;
Glyxerol 1% pha trong dém phosphat 0,1M, pH=6,0), bd sung Biotin 1X va vi
lurong khoang PTM4 1X.

Cho timg loai hoa chit vao thiét bi chira chuyén dung, vira cho vira khudy dé dam
bao hoa chit tan hoan toan.

Bom toan bd dich méi truong 1én men tir binh chira sang thiét bi 1én men

Khtt tring méi truong 110°C trong 30 phut; 1am ngudi vé nhiét 6 phong

Budc 2: Tiép giong va 1én men

Trude khi tiép gidng, tién hanh do mét d6 sinh khdi ¢ gidng cép 2 va tiép giong
vao thiét bi 1én men sao cho ODgoo khdi diu trong moi trudng 1én men dat 0,5
Tién hanh 1én men & didu kién thiét 1ap: nhiét do 28°C, pH = 6,0; Oxy hoa tan
(DO) ~ 20% (giit theo td¢ d6 khudy). Viéc kiém soat oxy duge thye hién bing
khudy va suc khi 1vvm.

Tién hanh 1én men véi cac diéu kién 1én men nhu trén trong 14 gio.

Sau 14 gid, tién hanh bd sung dich cip dudng theo ché @6 DO stat (DO=20%)
v6i thanh phﬁn nhu sau: Glyxerol 29,23%; cao ngd 2,62%; (NH4)2SO4 9,2%,
Biotin 1X va PTM4 1X.

-10-
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- Sau 48 gidy 1én men khi sinh khéi té bao dat cao nhét (ODsoo dat khoang trén 300)
tién hanh cam tng bang dung dich methanol (dich cam ung) chira MeOH 18%,
Biotin 1X, PTM4 1X.

- Qua4 trinh 1én men dwoc duy tri trong 96 gio tir khi bét dau 1én men.

- Sau khi két thuc 1én men, tién hanh bom toan bd dich 1én men vao thing chira di
dong (c6 banh xe) va chuyén sang phong ly tam.

Vi du 2: Quy trinh thu hdi sinh khéi nAm men tir dich 1én men 100 lit/mé
Ly tam
Sinh khéi nAm men sau 1én men dugc thu hdi bang k¥ thuat ly tdm lién tuc.

- Chuén bi may ly tm lién tuc: bao gom viéc rira vé sinh mdy bang nudc mém va
chay ly tim khong tai v6i nuéc mém dé 1am sach hé thongKet noi may ly tam vai
thung chra dich 1én men

- Tién hanh ly tim & ché do luu lugng dong ra: khoang 80 lit/gid
- Thu nhan sinh khdi trong khoang chira rotor
- Bao quan sinh khi -20°C
Pong khé sinh khéi
- Sinh khéi thu duge duoc tron v6i maltodextrin ty 18 5% va dan déu trén khay
inox, sau d6 cho vao ti dong -20°C trong 24 gio dé sinh khoi dong da hoan toan.

- Sau khi sinh khdi dong d4, tién hanh dong khd bang thiét bi dong khd YK-118
Vacuum Freeze Dryer trong thoi gian 48 gio.

Vidu 3: Tach chiét va tinh sach protein Lactoferrin
Nghién sinh khéi
- V& sinh may nghién bing cdn 70%
- Dﬁa sinh khdi sau khi dong kho vao may
- Nghién thanh bot min: thoi gian nghién 5 phut
- Bao quan bot trong tai thiéc han kin, gift -20°C

Chiét protein
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Chuén bi dich dém chiét: 1X PBS pH 7,4 vo trung (0,137 M NaCl; 2,7 mM KCI;
0,01 M Na;HPOy; 1,8 mM KHaPOs); thanh tring dung dich dém chiét & diéu kién
121°C, 30 phut.

Hoa bot nghién vao dém 1X PBS, pH 7.4 theo ty 1€ 1kg : 3 lit dung dich dém 1X
PBS, pH 7.4.

Khudy déu trong 24 git & nhiét do 4°C
Dich chiét xong duoc cho qua may dong héa & didu kién 4p sudt 1200 bar.

Ly tm thu dich chiét: 10000 vong/phit, trong 20 phut, & 4°C.

Tinh sach Lactoferrin
Chuén bi gel

Hat resin IMAC (TOYOPEARL AF- Chelate- 650M, Tosoh Corporation) dugc
1 véi ion NiZ7(0,2 M) trong 2 gio.

Rira hat gel bang DL.H,0: 3 14n thé tich gel
Rira hat gel bang 1X PBS pH 7,4: 3 14n thé tich gel

Gan protein

Tron dich chiét protein véi gel theo ty 18 3:1 (v/v)
Léc hdn dich qua dém, & 4°C

Rura gel

Ly tAm 6000 vong/phut, ¢ 4°C, 5 pht, thu gel
B6 sung dém rira (1X PBS, pH 7.4): ty 1& 1:1, trén déu 5 phut
Ly tdm 6000 vong/phut, 5 phut, thu gel

Lap lai budce rira: 5 lan

Thoi protein

B sung dém thoi (40 mM Imidazol/1X PBS pH 7,4) vao gel, ty 1§ 1:1 (v/v)
Léc déu trong 30 phiit

Ly tdm 6000 vong/phut, 5 phut

Thu dich

Doi dém
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- Dich protein duogc d6i dém st dung hé théng loc mang 10 kDa, dém duogc st

dung la 1X PBS pH 7.4.

Dich protein tinh sach: dugc dinh luong, kiém tra d6 sach béng dién di SDS-PAGE

va bao quan ¢ -200C

Vi du 4: Pong kho va tao ché phim

Dich protein thu dugc dugc trdn véi maltodextrin theo ty 1¢ thich hop dé dat > 80%
Lactoferrin.

Lam dong da hdn dich

Doéng khé: khoang 36 gio

Nghién thanh bt min bing may nghién
Kiém tra san phdm: ham lugng protein

Béo quan san pham: -20°C

Hiéu qua c6 thé dat dwge clia sang ché

Xay dung dugc quy trinh cong ngh€¢ san xut duge ché phdm chira Lactoferrin tix

Pichia pastoris tai tb hop quy md > 100 lit dich 1én men/mé. San phdm c6 thé dugc st

dung d& bao ché thuc pham chirc ning bd sung Lactoferrin.
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Yéu ciu bao hd
1. Quy trinh san xuét ché pham chira lactoferrin tir chung ndm men Pichia pastoris
KM71-3 tai tb hop bao gém cac budc:
i) 1én men ching Pichia pastoris tai t6 hop sinh tong hop Lactoferrin:

chudn bi gidng trong phong thi nghiém: chung P. pastoris KM71-3 tai td hop dugc
hoat héa trén méi truong YPD agar (1% yeast extract, 2% pepton, 2% glucoza, 2%
agar); sau 2 ngay, chon 1 khuén lac dién hinh cdy vio méi truong nudi ciy 2x-
MMP (KH,PO4 1,7%, MgS04.7H20 0,2%, (NH4)2SO4 1,5%, cao ngb 0,5%, Glyxerol
1% pha trong dém phosphat 0,1M, pH=6,0), PTM4 1X, Biotin 1X (PTM4 500X:
CuS04.5H20 0,2%, Nal 0,008%, MnSO4.H20 0,3%, (NH4)sM07024.4H20 0,0148%,
H;BO; 0,002%, CoCL; 0,05%, ZnCLz 0,7%, FeSO4.7H20 2,2%, Biotin 0,02%,
H,S04 0,1%)), sau 16-18 gid dwoc chuyén vao mdi trudng dinh dudng cép 2 chira
2x-MMP, nudi & nhiét do 28 °C, khudy 120 vong/phit, sau 16-18 gid, gidng duge
chuyén sang hé théng 1én men 100 lit;

nhén giéng qui mé pilot: chuin bj méi trudng 1én men voi thé tich 100 lit, chinh pH
t61 6,0+0,2 bing NH,OH va bd sung khoang vi lugng PTM4 1X, Biotin 1X, nhiét do
1én men dugc duy tri § 28 °C tdc a6 khudy 200 vong/phut, suc khi 1 vvm, pH 6,0+0,2,
DO =20% trong 14 gio;

nhan nhanh sinh khéi: sau 14 gid thi bd sung dung dich bao gdm: glyxerol 29,23%,
cao ngd 2,62%, (NH4)2S04 9,2%, Biotin 1X, PTM4 1X; bd sung theo ché @ DO 6n
dinh, duy tri DO 20%, két thuc qu4 trinh nhin nhanh ting sinh khéi, ODeoo nm dat
khoang 300;

cam tmg biéu hién protein lactoferrin: tir gi¢y thir 48 dén gid thir 96, cam tmg lién tuc
bang dung dich metanol 18% c6 b sung biotin 1X va PTM4 1X, khudy va suc khi
1vvm;

ii) thu hdi sinh khéi nAm men Pichia pastoris va siy kho:
dich 1én men P. pastoris thu dugc ¢ bude i) dwoc ly tim bang hé thdng ly tam lién tuc
v6i Iuu lugng dong ra 80 lit/giy dé thu hdi sinh khéi, sinh khéi duge tién hanh dong
kho va nghién nho, ray thu bt min;

iii) tach va tinh sach protein lactoferrin:
bt sinh khéi thu dwoc & bude iii) duge u chiét trong dém 1X PBS, pH 7.4; thoi gian
24 gidr & 4 °C; sau d6 ddng hoa & 1200 bar va ly tim thu dich, protein lactoferrin dugc
tinh sach bﬁng sdc ki 4 luc st dung Ni*";
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iv) dong khé va tao ché pham chira lactoferrin:
Lactoferrin sau tinh sach & buéec iii) dugc trén véi maltodextrin theo ty 1€ thich hop dé

dat ham lugng Lactoferrin > 80% va dong kho tao ché phém dang bot.
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Ching P.pastoris
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