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(57) Sang ché dé xuét cac ché pham dinh dudng co chira sinh vat bi suy giam hoic
khong san xuét poly (3-hydroxybutyrat). Cac ché pham dinh dudng nay hiru ich
dé lam thire 4n, chang han nhu thirc 4n gia stic va cac phu gia thitc dn cho cac
dong vat nhai lai, cdc dong vat khong nhai lai va cho nudi trong thuy san v.v. Sang

ché cling dé xuat cac vat liéu va cac phuong phap san xuat cac sinh vat nay.

Nudi cay C. necator trén BSA + proteinaza k

5,00 3,63
4,00 T
S T
S 3,00
S 2,00
1,00 0.1 011 0,12
0’00 —— —— — 1
2 2 ) )
o (o] o o
e & =) §_
- x % O
o I = 2
o 5 EE
+
< +
) <
S 8

FIG. 2



43279 1/45

Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Sang ché d& xuét cac ché phdm dinh dudng c6 chira sinh vat ban dau c6 kha nang san
xuét poly (3-hydroxybutyrat) (PHB) da duoc bién doi dé lam giam hodc loai bé kha nang
san xuét PHB, cac ché phdm nay hiru dung 1am, vi du chét dinh dudng, thirc dn va/hodc cac
phu gia thire an. Cac phuong phap san xuét c4c sinh vét nay dé str dung trong cic ché phdm
dinh dudng, thirc an va cac phu gia thic dn duoc dé xudt.

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Cac poly(hydroxyalkonat) (PHA) duoc tich Illy trong mdt s6 luong 16n prokaryot va
dung 1am céc hop chét luu trit ndi bao cho cacbon va nang lugng. Do tinh déo nhiét va kha
nang phan huy sinh hoc, cac PHA ¢6 nhiéu ung dung khic nhau trong cong nghiép va y
hoc.

Vi du, protein don bao (single cell protein - SCP), cu thé 1a vat liéu té bao vi khuan
va céc sinh vat san xuit PHA du dinh duoc st dung lam thuc phérn hodc vat liéu tho, da
duge xem xét trong vai thdp ky qua. Vi du, xem Kihlberg, R. Annual Review of
Microbiology 1972 26:427-466 va Patent My 6 6,207,217.

Protein don bao duogc tao thanh tir cac vi sinh vat san xuit PHA chéng han nhu
Cupriavidus necator, dugc biét dén trude day 1a Ralstonia eutropha, da dugc nghién ctru
trong mot s6 nam nhu 1a thanh phén trong thuc an gia suc (Egers, J. va Steinbuchel, A.
Applied Environmental Microbiology 2014 80 (24):7702-7709 va Raberg va cdng su.
PLOS ONE 2014 9(5):€95907).

Tuy nhién, cc sinh vat nay khong duoc khai thac lam thirc dn vi polyme PHA
thuong duoc thay nhét 1a poly (3-hydroxybutyrat) (PHB) hiém khi dé tiéu hoa va mang
lai rat it hodc khong c6 gia tri dinh dudng. Thanh phan PHB nay cling lam gidm ham
lugng protein cua sinh vat nay. Ngoai ra, hop chét luu trir PHB khéng dinh dudng trong
té bao chat chiém khong gian vét ly, dé lai it khong gian hon cho céc hop chét dinh dudng.
Hon nita, trong mot sb truong hop, cac thanh phén PHB c6 tac dong bat loi ddi véi cac
chuc nang sinh hoc, chang han nhu céc qué trinh ctia hé thong tiéu hoa.

Theo nghién ctru gn day ctia Boon (Patent M§ s6 8,603,518) va Nonato (Cong b
don sang ché qudc té sé6 WO 2015149147), da ching minh rang viéc bo sung thém céc
enzym PHB depolymeraza vao hdn hop thitc dn c6 thé 1am tang kha ning tiéu héa cua
PHB. Tuy nhién, tdng ham luong protein cho cac hdn hop thirc an nay van bi giam.
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Kunasundari va cdng su (PLOS ONE 2013 &(10): €78528) boc 16 qua trinh phuc
hoi sinh hoc cia PHA tao ra co s& cho thitc an hop luc két hop va quy trinh tinh ché va
phan tach cac hat PHA tur cac té bao dong kho ciia C. Necator H16.

Cong bd don sang ché qubc té s6 W02018/106549 boc 10 cac vi sinh vat va céc
phuong phép san xuét PHB va protein dé st dung trong thirc n va cac ché pham b sung
dinh dudng.

Can c6 cac phuong phép thay thé dé giai quyét vin dé cta cac PHB trong céc ché
phadm dinh dudng dua trén sinh vét va cac hén hop thirc an.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Khia canh cta sang ché dé cap dén cac ché pham dinh dudng bao gbm sinh vat ban
dau c6 kha nang san xuét poly (3-hydroxybutyrat) (PHB) trong d6 sinh vét nay bi suy
giam va/hodc khong san xuét PHB.

Theo mot phuong an khong gidi han, sinh vét cua ché phdm dinh dudng nay khong bao
gbm axit nucleic ngoai sinh. Theo mdt phuong an khong gidi han, sinh vat ctia ché phdm dinh
dudng nay c6 it nhat mot bién ddi cia mot hodc nhiéu enzym operon phaCAB khong bao g0m
su bién do6i phasin. Theo mdt phuong an khong giéi han, su san xuét PHB trong sinh vat nay
duoc lam suy giam hodc dugc loai bo bang cach loai bo hodc 1am suy giam hoat dong ciia mot
hodc nhiéu enzym operon phaCAB khong bao g0m sy bién d6i phasin. Theo mot phuong an
khong gi6i han, sinh vat ciia ché pham dinh dudng nay 12 Cupriavidus necator. Theo mét
phuong an khong gidi han, sinh vét cua ché phim dinh dudng ndy c6 kha ning san xuat PHB
bi suy giam san xuat PHB & mirc khong thé phat hién duoc.

Theo mét phuong an khong gidi han, protein don bao cua ché pham dinh dudng nay
c6 ndng dd (cac) axit amin, cac oligopeptit, cac polypeptit hodc cac dan xuét cta ching
cao hon so véi protein don bao cua ché pham dinh dudng khong c6 sinh vat nay. Theo mot
phuong an khong gidi han, ché phdm dinh dudng nay c6 ham lugng protein thd cao hon
s0 v6i ché phdm dinh dudng khong c6 sinh vat nay. Theo mot phuwong an khong gidi han,
protein tho trong sinh vt nay chiém it nhat tir 40% dén 70% theo khdi lwong sinh vat.

Khia canh khac cta sang ché dé cap dén thirc an va cic phu gia thirc dn bao gbém
cac ché pham dinh dudng nay. Theo mdt phuong 4n khong gi6i han, ché pham dinh
dudng nay duoc két hop v6i ham lugng it nhét tr 10% dén 30% theo khdi lwong ctia thirc
an hoac phu gia thirc an.

Khia canh khéc cta sang ché dé cap dén cac phuong phap san xuat cic sinh vat cho
cac ché phidm dinh dudng nay va thirc dn/cdc phu gia thirc dn. Theo cac phuong phap
nay, nguyén liéu tho 1én men dugc cdy voi sinh vat c6 kha nang sén xuit PHB duogc lam
suy giam va/hodc khong san xuit PHB. Theo mot phuong an khong gidi han, sinh vét
ctia ché pham dinh dudng nay khong bao gbm axit nucleic ngoai sinh. Theo mdt phuong
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an khong gi6i han, sinh vat ctia ché phim dinh dudng co it nhit mot bién dbi ctia mot
hodc nhiéu enzym operon phaCAB khong bao gdm su bién d6i phasin. Theo mot phwong
an khong gidi han, qué trinh san xuat PHB trong sinh vt ndy dwgc lam suy gidm hoic
duoc loai bd béng cach loai bo hoac lam suy giam hoat dong cua mot hoac nhiéu enzym
operon phaCAB khong bao gdm su bién ddi phasin. Theo mdt phwong 4n khong gi6i han,
sinh vét ctia ché phim dinh dudng nay 1a Cupriavidus necator. Sau d6, sinh vat da dugc
cdy nay duoc nudi ciy trong céc didu kién din dén sy phat trién ciia sinh vat nay va/hoic
su nhan giéng, sau d6 phan 1ap hodc thu hoach sinh vét nay tir nguyén liéu tho 1én men.
Co6 thé str dung qua trinh 1én men khi hodc 1ong. Theo mdt phuwong an khong giéi han, st
dung cac diéu kién 1én men tap dudng. Theo mot phuong an khong gidi han, phuong
phép nay con bao gom viéc két hop sinh vat duoc phéan 1ap nay vao thic &n hodc phu gia
thurc an.

Khia canh khac ctia sang ché dé cap dén phwong phép cai thién khé ning sdng s6t cua
vat nudi hodc dong vat thily sinh bang cach cho dong vat nay &n thirc dn hodc phu gia thuc
an theo sang ché.

Khia canh khéc cua sang ché dé cap dén phwong phép lam gidm phé pham hodc cac
phé pham tir cac hoat dong thuong mai. Theo phuong phép nay, sinh vét ban dau c6 kha
nang san xuat poly (3-hyrdoxybutyrat) (PHB) trong d6 sinh vét nay da duoc lam suy giam
va/hodc khong san xuat PHB, dugc phat trién trong phé pham hoic cic phé pham nay.
Theo mot phuong an khong gidi han, sinh vat nay khong bao gbm axit nucleic ngoai sinh.
Theo mot phuong an khdng gidi han, sinh vat nay co it nhit mét su bién ddi cia mot hodc
nhiéu enzym operon phaCAB khong bao gdm su bién ddi phasin. Theo mot phuwong én
khong giéi han, sinh vat nay 1a Cupriavidus necator. Sau d6, sinh vat nay dugc thu hoach
va duge két hop vao trong thirc an hodc phu gia thire an.

Khia canh khac nita cta sang ché dé cap dén phuong phép san xudt protein don bao.
Phuong phép nay bao gbm lya chon sinh vt c6 kha ning san xuat poly (3-hydroxybutyrat)
(PHB) va loai bo hodc 1am suy giam hoat tinh cia mot hodc enzym operon PHAcab khong
bao gom su bién ddi phasin trong sinh vat nay.

Mo ta van tat cac hinh vé

HINH 1 14 sy minh hoa vé& cdu hinh alen téi td hop dé thuc hién x6a bo, thay thé
hoic chén chudi ADN trong bo gen cta C. necator. Alen cd thé duoc xem 12 c6 3 phén;
‘A’, ‘B’ va ‘C’. Mién 1a chudi ADN dugc biéu thi béi'A' va 'C' gidng nhau giita alen tai
t6 hop va alen ban dia (native allele), chudi dugc biéu thi bsi 'B' ¢6 thé bi x6a bé (dé tao
ra gen 'loai bd') hodc duogc thay thé (bang chudi dugc biéu thi bang '01'). Ngoai ra, chudi
khong phéi ban dia (dugc biu thi bang ‘01°,) c6 thé dugc chén vao gitta ‘A’ va ‘B’."
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HINH 2 1a biéu dd thé hién sy phat trién cia ching Cupriavidus necator H16
AphaCAB AH16_A0006-9 tang khi moi truong giau protein BSA dugc xir ly trude bing
proteinaza K.

Cac HINH 3A, 3B va 3C thé hién su tich liiy polyhydroxybutyrat (PHB) trong té bao
kidu hoang dd Cupriavidus necator 16 (HINH 3A) va khong c6 sy tich Iy
polyhydroxybutyrat (PHB) trong cac ching Cupriavidus necator H16 AphaCAB (HINH
3B) va Cupriavidus necator H16 PHB4 (HINH 3C).

M6 ta chi tiét sang ché

Sang ché d& cap dén cac ché phdm dinh dudng. Ché phdm dinh dudng nay thich
hop dé st dung, vi dy, trong thtrc an va céac phu gia thirc an.

Céac thuat ngit "thtrc an" hodc "ché phém thirc an" hoac "phu gia thirc an", khi duoc
stt dung trong ban mo ta sang ché nay, dé cap dén bit ky hop chét, ché pham, hén hop
hodc ché phdm thich hop dung dé, hoic dugc du dinh dung dé cho dong vat in.

Thuét nglt "dinh dudng" hoac "ché phdm dinh dudng", khi dugc st dung trong ban
md ta sang ché nay, biéu thi tinh hitu dung lam ché pham dinh dudng, ching han nhu
trong thirc in, cac ché pham thirc an hodc cac phu gia thirc an. Cac ché phdm dinh dudng
nay c6 thé duoc st dung l1am thitc an gia sic hoan chinh (thirc dn) hoac lam chét bb sung
cho thtrc @n gia stc.

Thuét nglt "dong vat" bao gdm tat ca cac dong vat gbm ca con nguoi. Céc vi du vé
dong vat la cac dong vat khong nhai lai va cac dong vat nhai lai. Cac dong vat nhai lai
bao gém, vi du, cac dong vat chéng han nhu ctru, dé va gia suc, vi du: bo chéng han nhu
bo thit va bo stta. Pong vat nay cliing c6 thé 1a dong vat khong nhai lai. Dong vat khong
nhai lai bao gém cac tha cung, vi du: ngua, meéo va cho; cac dong vat co6 mot da day, vi
du lon hoac heo (bao gém, nhung khéng bi gidi han & lon con, lgn dang phat trién va lon
nai); gia cam chang han nhu ga tay, vit va ga (bao gdm nhung khong bi gi6i han & ga thit,
ga dé trung); ca (bao gbdm nhung khong bi gii han & ca hdi, ca huong, ca rd phi, c4 da
tron va ca chép); va cac loai giap xac (bao gdom nhung khong bi gi¢i han & tdm céc loai).

Thuét ngit "nudi trong thiy san", khi dugc st dung trong ban mo ta sang ché nay, dé
cap dén viéc nuoi cac dong vat thiy sinh lam thirc an.

Céc ché phdm dinh dudng theo sang ché bao gbm sinh vét hoac SCP c6 ngudn gbc
tir sinh vat ban dau c6 kha ning san xuat poly (3-hydroxybutyrat) (PHB) da dugc 1am suy
giam va/hodc khong san xuit PHB. C6 thé thu duoc sinh vat c6 kha ning sin xuit PHB
da duoc lam suy giam va/hodc khdng san xuat PHB thong qua k¥ thuat di truyén, bang
dot bién thich nghi hodc biang cach phén lap chon loc cac ching dot bién xuat hién ty
nhién khong san xuit PHB. Theo mot phwong én khong gi6i han, sinh vat nay khong bao
gdm axit nucleic ngoai sinh. Céc phuong phép thich hop dé st dung theo sang ché duge
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mo ta trong, vi du, Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 4n ban 1an 3, Tap 1, 2 va
3, I.F. Sambrook va D.W. Russell, 4n ban, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001.

Céc vi du khong gi6i han vé sinh vat ban ddu c6 kha nang san xuit PHB dé st dung
trong cac ché pham dinh dudng theo séng ché bao gdm cac prokaryot tlr cac chi cua
Proteobacteria chang han nhu Cupriavidus, Ralstonia va Rhodobacter. Theo mdt phwong
an khong gi6i han, sinh vat nay dugc lua chon tr Cupriavidus necator hodc Rhodobacter
sphaeroides. Theo mot phuong an khong gi6i han, sinh vat nay la Cupriavidus necator.

Theo mot phuong an khong gidi han, san xuit PHB trong sinh vat dugc 1lam suy
giam hodc dugc loai bo br?mg cach bién ddi mot hodc nhiéu enzym operon phaCAB cho
phép chling nay san xuat PHB. Theo mdt phuong 4n khong gi6i han, sinh vat nay 1a ching
AphaCAB H16 C. necator. Theo mt phuong an khong giéi han, sinh vat nay 1a chung
PHB. Theo mot phuong an khong giéi han, chung PHB nay duoc tao ra boi dot bién diém
G320A trong phaC. Boi cac enzym operon phaCAB, c¢6 nghia la bao gdm cac enzym
phaA, phaB va phaC. Theo m¢t phuong an khong gi6i han, sinh vat nay co it nhat mot
bién ddi cua mot hoic nhiéu enzym operon phaCAB khéng bao gdm sy bién ddi phasin.
Thuét ngit "bién dbi", "dang bién d6i" hodc "su bién d6i", khi duoc st dung trong ban
mo ta sang ché nay, c6 nghia 1a bao gdbm x6a bo gen, thay thé gen hodc chén gen vao mot
hodc nhiéu gen ma hoa phaA, phaB hodc phaC. Cé thé sir dung cac phuong phap khac
nhau dé bién doi.

Theo mot phuong an khong gidi han, su bién ddi duoc thuc hién bang cach trao dbi
alen. Theo phuong an nay, viéc chinh stra b9 gen duoc thuc hién trong sinh vat ching han
nhu C. necator bang cach trao dbi alen (con duge goi 1a trao dbi alen). Theo mdt phuong
an khong gi6i han, sinh vat nay la ching AphaCAB H16 C. necator dugc tao ra bang cach
trao doi alen.

Theo mot phuong an khong gidi han, su bién ddi duoc thuc hién béng cach dot bién
héa hoc. Theo mdt phuong an khong gidi han, chung PHB- C. necator dugc tao ra thong
qua dot bién héa hoc. Theo mot phuong an khong gidi han, dot bién hoa hoc duoc st
dung dé san xuét chung PHB véi dot bién diém G320A trong phaC.

Thuét ngit 'alen’ thuong duoc sir dung thay thé cho thuét ngft 'gen’ n6i chung hon, dé cap
dén locus gen duoc xac dinh. Trong trao dbi alen, mach chay cu thé ctia chudi ADN trong bd
gen cua sinh vat (tirc 1a alen ban dia) duoc trao déi theo nghia den cho mach chay cua chudi
ADN tai t6 hop/dot bién/tong hop (vi du, alen tai t6 hop). Tuy thudc vao ban chit cua alen tai
t6 hop, diéu nay c6 thé dan dén viéc x6a bo gen, thay thé gen hodc chén gen (xem HINH 1).

Theo mot phuong an khong gidi han, cac alen tai t6 hop/tong hop c6 thé dugc xdy dung
théng qua tong hop gen va/hodc cac k§ thuat sinh hoc phén ti tiéu chudn. Sau d6 ching duge
nhan béan thanh véc-to plasmit dé chuyén vao trong sinh vat va thuc hién qué trinh trao doi
alen. Theo mot phuong an khong gi6i han, véc-to plasmit nay bao gdm chudi ADN gbm c6

5



43279 6/45

gen chon loc duong tinh tao ra lgi thé chon loc cho sinh vat nay, chrfmg han nhu khang thude
khang sinh va gen chon loc 4m tinh hodc gen chon loc dbi loai bo hodc tic ché su phat trién
cua sinh vat chua khi chon loc chéng han nhu thymidin kinaza. Cac gen chon loc nay tao didu
kién thuén loi cho viéc thuc hién qua trinh trao dbi alen nay. Vao cubi qua trinh nay, khong c6
phin nao ctia véc-to plasmit con lai bén trong té bao chu nay. Theo do, trong khi alen bién dbi
duoc di truyén sang cac té bao con chéu, khong c6 phan nao cta véc-to plasmit dugc di truyén.

Theo mdt phuong an khong gidi han, SCP cua ché phim dinh dudng nay c6 ndng do
(cac) axit amin, cac oligopeptit, cac polypeptit hodc cac dan xuét ctia chung cao hon so véi
protein don bao cua ché phdm dinh dudng khong c6 sinh vat nay. Theo do, viéc sir dung
sinh vat theo sang ché co thé tao ra céc ché phém dinh dudng co néng do (céc) axit amin,
céc oligopeptit, cac polypeptit hodc cac dan xuét ctia ching cao hon so véi ché pham c6
sinh vat khong dugc bién ddi. Hon nita, cac ché phém dinh dudng c6 néng do twong ty nhu
ché pham c6 sinh vt khong duoc bién ddi c6 thé dugc diéu ché bang cach st dung it SCP
hodc sinh vat dugc bién dbi theo sang ché.

Theo mot phuong an khong gidi han, sinh vat duoc s dung trong ché pham dinh
dudng nay c6 tong mirc axit amin 16n hon 40%. Theo mét phuong an khong gisi han
khac, tbng murc axit amin nay 16n hon 50%. Theo mdt phuong an khong gidi han khac,
tdng mirc axit amin nay 16n hon 60%. Theo mdt phwong an khong giéi han khéc, tong
muc axit amin nay 16n hon 70%. Theo mdt phuong an khong gidi han khac, tdng mirc
axit amin nay 16n hon 75%. Van theo mot phuwong an khong gi6i han khac nira, tdng mirc
axit amin nay 16n hon 80%.

Theo mdt phuong an khong gidi han, sinh vat theo sang ché tao ra cac ché phdm
dinh dudng c6 ham lugng cia tong cic axit amin cao hon so véi cac sinh vat tuong tu
chua duge bién dbi. Theo mot phuwong 4n khong gidi han khéc, ¢6 thé si dung it sinh vat
theo sang ché hon dé tao ra cic ché phdm dinh dudng c6 ham lugng cla tdng cac axit
amin tuong tu so voi cac ché pham c6 chira cic sinh vat tuong tu chua dugce bién dbi.

Theo mot phuong an khong gidi han, protein don bao ¢6 tong cac mirc axit amin theo
sang ché ting bat ngd it nhét 10%, 20% hodc tham chi 30% so véi du kién chi gidm theo
ty 1€ mot minh mtc PHB.

Céc sinh vat duge bién ddi theo sang ché thé hién lugng protein cao hon so véi cac sinh
vét khong duoc bién dbi. Theo d6, céc sinh vat theo sdng ché c6 thé cung cip cho cac ché
pham dinh dudng nay lugng protein cao hon so véi ché pham c6 sinh vat khong bién ddi. Theo
mdt phuong an khong gidi han, mirc protein thoé duoc tang it nhit 10%, 20% hodc tham chi
30% nhiéu hon so véi du kién ma chi giam theo ty 1¢ cdc mirc PHB. Theo mdt phwong an
khong gidi han, sinh vat dugc st dung trong ché pham dinh dudng nay c6 murc protein tho 16n
hon 40% protein nhu dugc ude tinh béi t6ng luogng nito. Theo mot phuong 4n khong giGi han
khac, mirc protein tho nay 16n hon 50% protein nhu dugc udce tinh boi tong lugng nito. Theo
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mot phuong 4n khong gidi han khac, murc protein tho nay 16n hon 60% protein nhu duge udce
tinh boi tng luong nito. Theo mot phuong 4n khong gidi han khac, mirc protein thd 1én hon
70% protein nhu dugce udc tinh boi téng lugng nito. Theo phuong én khac, mirc protein thd
nay 16n hon 75% protein nhu dugc wde tinh boi tong lugng nito. Theo mot phuong an khong
gi6i han khéc nita, mirc protein thd nay 16n hon 80% protein nhu dugc udc tinh boi téng luong
nito. Theo mdt phuong an khong gidi han, sinh vat theo sang ché cung cip cho ché pham dinh
dudng c6 ham lugng protein cao hon so véi cac sinh vat twong tu chua duoc bién ddi. Theo
mdt phuong an khong gidi han, it sinh vét theo séng ché hon ¢6 thé duge st dung dé cung cép
cho ché pham dinh dudng c6 cac mire protein twong tu so véi cac ché phdm c6 chira cac sinh
vat tuong tu chua duge bién doi. C6 mot sé phuong phap do tong lwong nito trong sinh vat.
Vi du khong giéi han 1a phuwong phap Kjeldahl (xem https c¢6 phin mo rdng
//people.umass.edu/~meclemen/ 581Proteins.html) trong d6% nito dugc nhén boi hé sO N dé
tinh toan ham luong protein tho. Mac du co thé sir dung cac hé s6 N khac nhau, theo séng ché,
hé s6 N bang 6,25 14 hé s6 nhan.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phap dé san xuét SCP dé sir dung trong cac ché
pham dinh dudng nay. Theo mot phwong an khong gidi han, phuong phap nay bao gbdm
viéc lya chon sinh vat ban déu c6 kha ning san xuét poly (3-hydroxybutyrat) (PHB) va
loai bo hodc lam suy giam hoat tinh ctia mot hodc nhiéu enzym operon phaCAB khong
bao gdm su bién ddi phasin trong sinh vat nay. Khong bi rang budc boi bét ky 1y thuyét
nao, ngudi ta tin rang viéc duy tri phuong én phasin c6 thé hoat dong dugc mang lai céc
1o thé sinh hoc cho sinh vat nay.

C6 thé str dung cac phwong phép khac nhau dé tao ra céc sinh vat cho ché pham dinh
dudng theo sang ché.

Theo mot phuong an khoéng giGi han, sinh vat nay dugc tao ra thong qua qua trinh
1én men trong cac diéu kién trong d6 sinh vat nay phat trién va/hodc nhan 1én. Vi dy, d6i
v6i mot sinh vat hidu khi nhu Cupriavidus, sinh vat nay c6 thé duge nudi cdy & nhiét do
phong trong cac diéu kién d6 pH nam trong khoang tir tir 6,4 dén 6.8 bang cach tron bang
cac phuong phép khudy/co hoc hoic bang thiét bi phan mg vong hodc khong khi. Do
ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay sé hiéu khi doc ban md ta sdng
ché nay, tuy nhién, cic diéu kién 1én men vi du nay khong lam gi6i han sang ché va cac
didu kién 1én men thay thé thuong duoc xac dinh béi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thuét nay co thé duoc st dung cho cac sinh vat khac nhau.

Theo mdt phuong an khong gidi han, viéc [én men dugc tién hanh & ché do mé.

Theo mdt phuong 4n khong gidi han, viéc 1én men duge tién hanh & ché do mé bo
sung dinh dudng (fed batch).

Theo mot phuwong an khong giéi han khac, viéc 1én men dugc tién hanh & ché do lién
tuc.
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Theo mot phuong an khong gidi han, sinh vat duoc san xuét thong qua qué trinh lén
men 16ng. Theo mot phuong an khéng gidi han, qua trinh 1én men long nay st dung mot
hodc nhiéu thanh phﬁn thtre an ¢6 thé 1én men duoc hoic c6 thé chuyén hoa duoc badi sinh
vat nay. Cac vi du khong gi6éi han v& cac thanh phén thirc an bao gdm cac duong, glyxerol,
fructoza, céc axit béo, cac axit cacboxylic, cdc monosacarit, cac disacarit, lignoxenluloza,
hemixenluloza, xenlulo, lignin, axit levulinic va axit formic, cac axit amin, cac protein,
cac triglyxerit, chat thai nong nghiép, cac chit hoa tan cua cac thiét bi chung cit ngung
tu hodc chét thai do thi, cac ruou va/hoic cic thanh phén hoa tan khac lam nguyén licu.
Theo mot phuong 4n khong giGi han, nguyén liéu cho qua trinh Ién men long nay co
ngudn gdc tir cac phu pham hodc cac phé pham c6 gia tri thap hon tir cac hoat dong
thuong mai. Theo mdt phuong an khong gidi han, nguyén liéu cho qua trinh 1€n men long
c6 ngudn gbe tir dong ba cin etanol. Theo mot phuong an khong gisi han, nguyén li¢u
cho qua trinh 1én men léng c6 ngudn gde tir dau an.

Theo mot phwong an khong gidi han khac, sinh vat duoc tao ra trong qua trinh 1én
men khi str dung nguyén liéu khi bao gébm mot hoic nhiéu thanh phan thic in c6 thé 1én
men dugc hodc c6 thé chuyén hoa duge bdi sinh vat nay. Cac vi du vé cac thanh phan
thtc dn bao gdm, nhung khong giéi han & cacbon monoxit, cacbon dioxit, hydro, metan,
khi téng hop, etan hodc dong thai, hodc dan xuit cua ching, ctia nganh cdng nghiép hoa
chét hodc hoa dAu. Theo mdt khia canh cta phuong an cua sang ché, sinh vat nay dugc
tao ra bang cach 1én men khi, trong d6 qua trinh 1én men khi nay bao gdm CO»/Ha.

Theo mot phuong an khéc nita, sinh vat dugc tao ra thong qua qua trinh 1én men tap
dudng trong d6 cac nguyén liéu khi va nguyén liéu khong chira khi dugc 1én men dong thoi.

Sau d6, cac ché pham dinh dudng theo sang ché dugc san xuat tir cac sinh vét nay c6 the
dugc bo sung thém vao thirc dn gia suc hodc duge st dung lam thirc an.

Theo mdt phuong an khong gidi han, mang té bao cua sinh vat ndy dugc pha vo
théng qua qué trinh ly giai dé cai thién su sin c6 ciia protein ddi v6i dong vat nay. C6 thé
sir dung ly giai hoa hoc hodc ly giai co hoc.

Theo mot phuwong 4n khong gidi han, sinh vat nay khong hoat dong, khong sao chép
hodc khong séng. Theo mdt phuong an khong gidi han, c6 thé dat duoc diéu nay thong
qua phuong phép thanh trung & vi du 60 °C trong 30 phut. Do nguoi ¢6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuat nay s& hiéu khi doc sang ché nay, tuy nhién c6 thé st dung
cac phuong phap thay thé.

Theo mot phuong an khong giéi han, ché pham dinh dudng nay dugc két hop vao
trong thirc an gia stic nay v6i ham lugng 16n hon 10% theo khéi luong thirc 4n gia stc nay.
Theo mot phuong an khong gidi han, ché pham dinh dudng dugc két hop vao trong thirc
in gia stic nay voi ham luong 16n hon 20% theo khéi luong thirc 4n gia stic nay. Theo mot
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phuong an khong gi6i han khac nira, ché pham dinh dudng nay dugc két hop vao trong
thirc an gia stc vi ham lugng 16n hon 30% theo khéi luong thirc an gia suc nay.

C6 thé st dung thirc dn gia sic nay dé cho cac dong vat nhai lai va cac dong vat
khong nhai lai an. Cac dong vat nhai lai bao g@)m, vi du, cac dong vat chéng han nhu ctru,
cac loai dé va gia suc, vi du: cac loai bo chéng han nhu bo thit va bo sita. DOng vat nay
cling c6 thé 1a dong vat khong nhai lai. Cac dong vat khong nhai lai bao gdm cac thi
cung, vi du: ngua, meo va cho; cac dong vat c6 mot da day, vi du lon hoac heo (bao gém,
nhung khong bi gidi han ¢ lon con, lon dang phat trién va lon nai); va gia cAm ching han
nhu ga tay, vit va ga (bao gdm nhung khong bi gi6i han & ga thit, ga dé tring).

Ciing c6 thé str dung thitc dn gia stic ndy trong nudi trong thuy san cho ca (bao gdm
nhung khong bi gi61 han 6 ca hdi, ca huong, ca 16 phi, c4 da tron va céa chép); va cac loai
giap xac (bao gdm nhung khong bi gi6i han ¢ tom céc loai).

Phén sau ddy minh hoa thém vé cac phuong phap va cac ché phdm cia phuong 4n sang
ché. Céc vi du hoat dong nay chi nham minh hoa va khong nhim 1am gidi han sang ché theo
bat ky cach nio.

Vi du thwe hién sang ché

Vidul

Nubi cdy ba chung dudi cac diéu kién thir nghiém dong nhét dé so sanh cac mirc
PHB cua chung. Ba chung nay la Cupriavidus necator H16 kiéu hoang da, Cupriavidus
necator H16 AphaCAB AA0006-9 (nhu duge md ta trong don dang ky sang ché da cong
bd US20180100160) va Cupriavidus necator H16 PHB4- (xem Schlegel va cong su. Arch
Mikrobiol 1970 71: 283-294). Nudi cay ba chiing nay ¢ 30°C, 220 vong/phit va d6 pH
ban dau 6,6 trong moi truong 1 (xem Bang 1) trong 24 gio. Do mat d§ quang ¢ 600 nm
(ODeoo) va diéu ché thé tich chét nuéi cdy thich hop dé cho phép ODsoo bt dau 1a 0.2
trong thi nghiém AmbrlSF tiép theo (néi tém lai, thiét ké sy nudi dudng theo mé bo sung
dinh dudng han ché nito dé tich lily da sinh khbi dé phan tich axit amin phan san pham
ra).

Tam binh cho mdi chung, dugc thuc hién trén hé théng Ién men vi mo
(microfermentation) Sartorius Ambrl15f. Tbng thé tich ban dau 1a 7,7 ml (mdi truong 2
(xem Bang 1) va bao gdm thé tich chit nudi cdy duge mo ta trén day) dugec u & 30 °C,
1500 vong/phut va ndng dd oxy hoa tan (Dissolved Oxygen - DO) muc tiéu duy tri la
10% (dat va duy tri thong qua khudy trén ¢d dinh & téc do 1500 vong/phut va suc khi tir
0,1 ml/phat dén tiém nang 60 ml/phut theo yéu cau). Duy tri 6 pH & 6,6 thong qua viéc
bd sung KOH véi ham luong 10% theo khéi lugng thé tich va H2SO4 véi ham lugng 10%
theo thé tich.
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Cho phép cac mdi trudng nudi cy tich lity theo ché d6 hoat dong theo mé cho dén
khi dat duoc su han ché nito ban dau (co thé quan sat dugc 1a DO tdng manh va sau do
duoc x4c nhan thong qua thir nghiém amoni), tai d6 bat ché do cép vao véitde do 1,5 p/phut
trong khoang thoi gian 48 gio, cép vao tong thé tich 1a 4,32 ml moi truong 3 (xem Béng
1).

Sau khi hoan tit viéc phat trién, gop tat ca 8 binh cho mdi ching thanh mét thé tich
duy nhét, thanh trung (65 °C, 30 phut), ly tdm (4000 vong/phut, 30 phut) va gilr lai cac
vién té bao. Dong kho cac vién té bao nay trong 48 gidr (-60 °C va 120 mTor) va gii di
phan tich.

BANG 1
Thanh phan Mbéi truong 1 g/ Méitruong 2 g/ Mai truong 3 g/L
Fructoza 12 19,15 141,89
Axit nitrilotriaxetic 0,15 0,15 0,15
KH>PO4 1,4 0,51 2,97
Na,HPOq 0,94 0,34 1,98
(NH4)2S04 3,365 3,37 19,63
MgSO47TH,O 0,5 0,5 0,5
CaClz* 2H2O 0,01 0,01 0,01
NH4 (Fe-1I)SO4 0,05 0,05 0,05
Dung dich kim loai
truy vet (xem Bang 10 10 10
12A)
Chéat pha bot 204 - 0,5 0,5

Thuc hién phén tich cac muc PHB bang cach sir dung LC-MS. Ciing thu dugc cac
két qua twong tu bang cach st dung cac phuong phap tiéu chuén khac, chang han nhu sic
ky khi GC-FID - may do ion hoa ngon lira). Cac thong $6 LC-MS duoc thé hién trong
Bang 2.

BANG 2
Thiét bi Heé thong Agilent 6890 Series LC-MS (ING 326)
Ngay tao Théng 12 nam 2017

Ngay diéu chinh

10
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Cac chét phan tich chinh c6

3-HBA (axit 3-hydroxybutyric) va 3-HVA (axit 3-

lién quan hydroxyvaleric) ¢ dang don trung.
Thong s6 tiém

Loai tiém Vong dong (5 puL)

Thé tich tiém 7 uL

Dung moi rira 1 Dung mo6i A

Dung moi ria 2 Dung moi B
Thong s6 LC

Loai cot

Céc kich thudc cot
buong dung moi A
Duong dung moi B

Tbc @6 luu lugng

Kinetex® 2,6 pm HILIC 100 A

100 x 2,1 mm

50:50 ACN/nuéce v6i 10 mM amoni focmat
90:10 ACN/nuéGc voi 10 mM amoni focmat
0,3 mL phut-1

Ap luc nguoc du kién (t=0) 120 bar
Nhiét do cot 35°C
Thanh phan dung moi
Thoi gian Dung moé1 A Dung moi B
phuit %
0 90
Chay ché d9 isocratic & 90 % B, thoi gian chay 6 phut
Do tim
Chiéu dai séng UV 210 nm
Luu luong khi kho MS 5 L phut-1
May phun suong MS 45 psig
Nhiét do khi kho MS 250 °C
Nhiét dd bo bay hoi MS 200 °C
Thoi gian ngung MS 15
Tinhiéu Thoigian Bat/Tat Nang luong SIM Tinh c6 Thoi gian
MS (phut) phan manh cuc ngung (msec)

11
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1 1,0 ON 100 103,1 4m tinh 140
2 1,0 ON 100 118,1 4m tinh 140
3 1,0 ON 100 85,1 4m tinh 140
4 1.0 ON 100 Quéttoanbd  4m tinh 140
Chét phan tich RT (phit) Kénh LOD (pg L-1)

Hop chat monome 3-HBA 2,8 1 0,1

Phan tich cho thdy rang cac ching Cupriavidus necator H16 AphaCAB AA0006-9
va Cupriavidus necator H16 PHB4- tich liy thiéu polyhydroxybutyrat (PHB). Chuén bj
c4c thm kinh mang vat bang cch niu chay 1% agarose trong nudGce, thém 100 pl agarose
nong vao tim kinh mang vat nay, dit 16p phu 1én trén agarose nay dé trai thanh mot 16p
mong va dé agarose dong dic lai. Nhuom PHB té bao bang cach str dung Nile Red sir dung
quy trinh dugc diéu chinh tir quy trinh sinh hoc véi phan m& rong .org/e2748 cla mang
lu6i toan cau. Lic xody 1 ml moi trudng cy qua dém véi tbc do 12400 vong/phut trong 2
phiit va ti tao huyén pha trong ~50 l chit ndi bé mat hogc nuée. B sung thém 4 pl dich
huyén phu té bao vao 1 pl Nile Red (10 pg/ml). Loai bo 16p phu trén miéng agarose trén
tAm kinh mang vat nay va bd sung thém 1,5 pl dich huyén phu té bao di dwgc nhudm vao
miéng agarose nay. Dt 16p phu méi 1én cac té bao nay va quan st cac té bao nay dudi
kinh hién vi 100X véi bo loc DsRed.

Céc két qua duge minh hoa ¢ Bang 3 cling nhu céac HINH 3A, 3B va 3C.
BANG 3

Cupriavidus necator

. Cupriavidus necator Cupriavidus necator

S0 mau H16 kiéu hoang da Hlfﬁ()%%a 6(3§B H16 PHB4-.
theo khéi luong* theo khdi lugng* theo khdi lugng*
1 46,4 0 0
2 473 0 0

% theo khdi luong PHB: % theo khdi lugng khdi lugng té bao kho

Céc sb luong axit amin duge phén tich boi Analysis Service Laboratory Inc. Boring,
Oregon, Hoa Ky va dugc mo ta trong Bang 4.

12
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BANG 4
Kiéu hoang da PHB- Delta CAB
Phén tram Phan trim Phan tram
axit amin axit amin axit amin
tuong doi tuwong doi tuong doi
trong tong soO trong tong sO trong tong soO
mg aa axit amin mg aa axit amin mg aa axit amin
AXTT AMIN n}5i gam rrvlc:)i gzim r);’l(:)i gzim
san pham san pham san pham
CYSo2 (C) 32 1,1% 5,8 1,1% 5.9 1,1%
HYP (Z2) 0,0 0,0% 0,0 0,0% 0,0 0,0%
ASP (D) 27,8 9,8% 52,8 9.8% 51,3 9,8%
THR (T) 15,3 5,4% 283 5,2% 27,5 5,3%
SER (S) 11,8 4,1% 22,5 4,2% 21,9 4.2%
GLU (E) 33,7 11,8% 62,5 11,6% 60,1 11,5%
PRO (P) 10,4 3,7% 214 4,0% 20,7 3,9%
GLY (G) 15,9 5,6% 31,0 5,7% 30,1 5,8%
ALA (A) 29,8 10,5% 55,4 10,3% 54,5 10,4%
VAL (V) 19,8 6,9% 36,7 6,8% 35,7 6,8%
MET (M) 7,7 2,7% 18,3 3,4% 17,8 3,4%
ILE (D 11,7 4,1% 22.8 4.2% 22,1 42%
LEU (L) 26,1 9,21 50,1 9,3% 48,6 9,3%
NLE 0,0 0,0% 0,0 0,0% 0,0 0,0%
TYR (Y) 11,6 4,1% 21,3 4,0% 20,7 3,9%
PHE (F) 15,0 5,.3% 26,6 4,9% 26,0 5,0%
HIS (H) 5.9 2,1% 11,6 2,2% 11,3 2.2%
Tryptophan 0,0 0,0% 0,0 0,0% 0,0 0,0%
LYS (K) 16,97 6,0% 31,38 5,8% 30,08 5,7%
ARG (R) 21,8 7,7% 41,2 7,6% 39.8 7,6%
2844 5397 5240

13
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Téng phan 28.,40% 54,00% 52,40%
tram axit amin

(% theo khbi

lugng)

Vi du 2: Cupriavidus necator H16 kiéu hoang da

Nudi cdy ching Cupriavidus necator H16 kiéu hoang da trong tong s6 6 thiét bi
phan tng c6 bé khudy lién tuc (continuously stirrer tank reactor - CSTR) 1L & ché do
hoat dong lién tuc. Nudi cdy Cupriavidus necator H16 kiéu hoang da nay ¢ 30 °C, 220
vong/phut va do pH ban dau 14 6,6, trong mdi truong 1 (xem Bang 5) trong 24 gio. Po
mat d6 quang & 600 nm (ODsoo) va chudn bi thé tich chat nudi cdy thich hop dé cho phép
(ODsoo) bt dau 1a 0,2 trong céc thi nghiém 1 L tiép theo (n6i tom lai, thiét ké cac nuoi
ciy lién tuc han ché nito dé tich lily du sinh khéi dé phan tich phén san phim ra).

Thuec hién séu binh, mdi binh c6 tong thé tich 0,8 L (méi truong 2 (xem Bang 5) va bao
dm thé tich chit nudi cdy duge mo ta trén day) va i & 30 °C, 500 vong/phut va nong do oxy
hoa tan (DO) muc tiéu duy tri 1a 30% (dat dugc va duy tri thong qua khudy theo tang & toc do
1500 vong/phtt va suc khi ¢b dinh 0,15 vvm (thé tich khi/thé tich cht 1ong/phut)). Duy tri
d6 pH nay & 6,6 thong qua viéc bd sung 10 % theo khéi luong thé tich KOH va 10 % theo
thé tich H2SO4. Cac mé céy dugc phat trién theo mé cho dén khi dat dén su han ché fructoza
(c6 thé quan sat thay 1a DO tang manh) tai diém hai ngudn cp vao, moi ngudn co toc do
20 g/gio duge bat (moi truong 3 va 4 — xem Bang 5). Ong thai cling dugc bat, tbc do bom
duoc lién két voi mot bo can dé duy tri khéi lwong tinh 1a 0,8 Kg (luu ¥ rang b can nay da
duoc hiéu chuin dé chi xem dugc khéi luong ciia moi truong ban dau). Cing tai 6ng dan
40 g/gidy, dat duoc téc do pha loang 0,05 h. Cht thai nuéi cy, c6 ngudn gde tir dudong éng
thai, dugc thu thap hang ngay (khoang 960 g/ngay/binh) va dugc két hop.

BANG 5

Thanh phin Méli tgr;iong Mézi t;/t;&mg M63i t;/t;émg Mf)jt t;/t;&mg
Fructoza 12 13,83 - 160
Axit nitrilotriaxetic 0,15 0,15 0,3 -
KH2PO4 1.4 0,55 4,24 -
NaHPO4 0,94 0,37 2,82 -
(NH4)2S04 3,365 3,37 28 -
MgSO47TH20 0,5 0,5 1 -

14
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CaClpe 2H20 0,01 0,01 0,02 -
NH4 (Fe-1I)SO4 0,05 0,05 0,1 -
Dune di : :

Png ich lflm loai truy 10 10 20 )
vét (xem Bang 12A)
Chét pha bot 204 - 0,5 1 -

Thanh tring cac té bao nay (65 °C, 30 phit), ly tdm (4000 vong/phut, 30 phut) va giir
lai céc vién té bao nay. Dong kho céc vién té bao nay trong thoi gian tir 48 git dén 96 giv
(-60 °C va 120 mTor) va trdn céc vién té bao nay véi cac vién té bao tir cac ngay trude cho
dén khi thu duoc sinh khéi té bao kho c6 khéi lugng tinh > 1,5 Kg. Sau khi tron, giri phan
nho sinh khéi thu dugc nay di phén tich. Thu thip va phén tich cac mAu thir dé phan tich
protein va thong tin axit amin dé cung cip % theo khéi luong twong dbi cac axit amin, AA
(% theo khdi lwong axit amin/% theo khéi lwong cua tong s axit amin) trén co s& khéi
luong kho. Phan tich cac mau thtr tai Experiment Station Chemical Laboratories tai Dai
hoc Missouri, Columbus, Missouri theo Ma 0002 cho Thong tin axit amin va Ma 0054 cho
Protein tho/Téng sb Nito (Kjeldahl).

So sanh cac ndng do axit amin ndy dugc so sanh v6i cac mic axit amin cua cic
chung Cupriavidus necator H16 AphaCAB dugc phat trién va dwgc phan tich bang cach
st dung phuwong phap 1én men lién tuc véi fructoza. Cac két qua dugc thé hién trong Bang
6. Cac két qua cho thdy ham lugng cua tdng cac axit amin trong ching Cupriavidus
necator H16 AphaCAB cao hon so v6i Cupriavidus necator H16 kiéu hoang di .

BANG 6

bon vi

% theo khéi lugng AA/% theo % theo khdi luong AA/% theo

khéi lugng cua tong AA khéi lwong cua tong AA
Chung
Cupriavidus necator H16 Cupriavidus necator H16 kiéu
AphaCAB hoang da
Vit liéu
Fructoza Fructoza
Quy trinh
Lién tuc Lién tuc
Alanin 9,60 9,48

15
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Arginin 7,70 7,65
Axit Aspartic 9,64 9,29
Xystein 0,90 0,73
Axit Glutamic 11,95 11,35
Glyxin 6,28 5,82
Histidin 2,18 2,60
Hydroxylysin 0,03 0,38
Hydroxyprolin 0,04 0,00
Isoleuxin 4,65 4,71
Lanthionin 0,00 0,00
Leuxin 8,70 8,88
Lysin 6,32 6,77
Methionin 2,60 2,53
Ornithin 0,05 0,17
Phenylalanin 4,58 5,04
Prolin 4,20 4,62
Serin 3,40 3,15
Taurin 0,05 0,17
Threonin 4,79 4,78
Tryptophan 1,63 0,83
Tyrosin 3,47 3,86
Valin 7,23 7,20
ong axit amin (9
Eleogkhéi l?rqngg - 73,54 57,78
Protein tho* 88,58 67,68
Muc PHB 0% 7%

% theo khdi lvong = gam mdi 100 gam mau thu.
Cac két qua dugc thé hién trén co s& khoi lugng kho.

*Protein thd Kjeldahl = (%N) x 6,25

16
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Vi du 3: Tao ra H16 AphaCAB Cupriavidas necator

Tao ra chung AphaCAB H16 C. Necator bing trao d6i alen. Mot hoc (cassette) trao dbi
alen véi cac nhanh ddng dang 500 bp -1000 bp dugc tao chu tric bang phuong phép tong
hop PCR hodc ADN va duge nhén ban thanh p(TcColEloriTsacB), gilta cac hoc oriT va
sacB, boi Gibson, phéan loai gigi han CPEC hodc Pvul. X4c nhan sy hop nhét cta 16p dém
boi phuong phap giai trinh try Sanger bang cach st dung cdc doan mdi BDIPRIM0591
(atcgaagagaagcaggacga (SEQ ID s6: 1)) va BDIPRIMO589 (aacggcaggtatatgtgatgg (SEG ID
$6: 2)). Chuyén plasmit vao E. Coli bang phuong phép dién hoa va sau d6 vao C. Necator
bang phuong phap lién hgp. Lua chon cac thé nhan tiép hop C. Necator/céc bd phan céu
thanh tap giao don trén moi trudng dugc xac dinh/tdi thiéu dugc bd sung khang sinh thich
hop. U cac dia nay va sau d6 kiém tra cac khuan lac tich hop chéo don 1é sau vai ngay 1.

Léy mot sb dong vo tinh dugc lua chon va danh du lai 1am do tinh khiét. Sau do, léy
cac dong vo tinh don 1é vao 1 ml moi truong TSB, khong can chon loc khang sinh va nu6i
cdy dé cho phép hién tugng tai t6 hop thi hai xay ra. Sau do, xép cac phan ciia mé ciy 1én
dia va lua chon cac dong vo tinh tich hop chéo. Sau d6 xac dinh va xac nhén cac dong vo
tinh t4i t& hop bing PCR, phuong phép giai trinh tw Sanger va cc thi nghiém kiéu hinh
thich hop.

Vi du 4: Ham luong axit amin cta protein don bao cia Cupriavidus necator dugce diéu
ché tur ba cin da loc etanol.

Céy 1 mL ching AphaCAB H16 C. Necator vao 25 mL ba cén da lgc etanol duoc
pha lodng theo ty 1& 1:4, 0 trong binh 50 mL & 30 °C va 200 vong/phit trong 24 gio. Ba
can di loc etanol nay bao gom axit lactic 2,61 g/kg; axit axetic 0,41 g/kg; glucoza
0,73 g/kg; va glyxerol 18,3 g/kg.

Sau do, ciy 20 mL tir binh 50 mL nay vao 280 ml ba cin da loc etanol dugc pha lodng
theo ty 1& 1: 4 va i trong binh 1 L ¢ 37 °C va 200 vong/phut trong 24 gio. Tong s6 300 mL
trong binh thu hai nay dugc st dung dé céy vao 2,7 kg nudc si-ro da dugc loc tiét trung
(pha loang theo ty 1¢ 1:4) trong thiét bi 1én men .

Thuc hién quy trinh 1én men theo me bang cach sit dung cac diéu kién va cac giai
doan hoat dong dugc thé hién trong Bang 7. Pé kiém soat do pH trong thiét bi phan tng
sinh hoc nay, duy tri d0 pH nay bing cach kidm so4t axit va bazo ctia hang s6 d6 pH khong
dbi tir ddu quy trinh nay (do pH 6,6 + 0,05). Pé kiém soat do pH, stt dung cac dung dich
duoc tiét trung (0,2 pm) gom KOH 1 mol/kg va HaSO4 10% (khéi lugng) (axit).

BANG 7

Thong so Giai doan me

Nhiét do 37 °C
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500 vong/phut dén 800 vong/phut

b6 pH 6,6

Tbng khdi hrong (bao gdm ca chat nudi ciy) 3 kg
Diém thiét 1ap bo didu khién DO > 20% bao hoa
Tbc d lvu luong khi (F_AIR) 0,4 SLPM
Thot luong 54 gio

Chay thiét bi phan tng sinh hoc song song str dung chiing H16 C. Necator kiéu hoang

da duéi cung céc dieu kién.

Sau qua trinh 1én men, ly tdm cac hdn hop chira trong cla thiét bi phan tng sinh hoc

nay va thu gom vién. Phén tich c4c mirc axit amin va protein trong vién nay bang cach su

dung quy trinh phén tich axit amin tiéu chuén da dugc biét 16 Dugc dién Chau Au (Ph.

Eur.). Céac két qua phén tich dugc thé hién trong Bang 8. Trong Bang nay, F cia mau thir

ID nay dé& cap dén s lugng thiét bi 1én men trong khi T d& cap dén s6 gio tir lac cdy truyén

thiét bj 1én men nay va thu hoach mau thir nay dé phan tich.

BANG 8
Mau thir ID

Vién té bao H16  Vién té bao H16  Vién té bao H16

ACAB —F3-T51 ACAB —F4-T51 "Kiéu hoang da "-

(Puoc rua) (Pugc rtra) F1-T50 (Pugc rtra)

Mau thir ID FHR
2 4 §
Trung binh (n=3) Trung binh (n=3) Trung binh (n=3)
v ti’:;nzhéi v tlh;:r;héi % theo khdi luong

Asparagin; 9,4% 9,2% 9,3%
Glutamin; 12,7% 12,4% 11,9%
Serin 3,8% 3,9% 3,8%
Histidin 1,8% 1,9% 1,7%
Glyxin 6,1% 6,2% 5,6%
Threonin 5,1% 5,1% 5,2%
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Arginin 8,6% 8,9% 8,3%
Alanin 10,7% 10,7% 10,6%
Tyrosin 5,1% 5,3% 5,5%
Xystin / Xystens 0,1% 0,1% 0,1%
Valin 8,5% 8,3% 8,2%
Methionin; 2,9% 3,0% 2,7%
Tryptophan: 1,3% 0,7% 2,4%
Phenylalanin 4,8% 4,9% 5,0%
Isoleuxin 4,0% 3,9% 3,7%
Leuxin 8,6% 8,8% 8,6%
Lysin 6,0% 6,2% 6,6%
Hydroxyprolin 0,9% 0.8% 0,7%
Prolin NA NA NA
Tong 100,4% 100, 2% 100,0%
% Protein (Co s& kho) 59,0% 55,2% 33,0%
Eztein bang ket hop 84,5% 81,3% 55,6%

1 Asparagin va Glutamin duoc chuyén ddi thanh axit Aspartic va axit Glutamic trong qud trinh thuy phan

» Thity phén bing Phuong phép bién ddi 3 EP 2.2.56

5 Thiy phan biang Phuong phap bién d6i 1 EP 2.2.56

(4) NA = Khong dugc bao gbm trong phan tich

Vi du 5: San xuit quy md 16n Protein Pon Bao ctuia Cupriavidus necator cho cac thir nghiém

c4 tir bd can da loc tong hop

Chung H16 AphaCAB Cupriavidus necator nay, nhu dugc dugc mo ta trong vi du

3, duoc lam thich nghi dé phat trién trong glyxerol bang phwong phap nudi cdy so cép

trong moi truong ti thiéu véi glyxerol 8 g/L.

Str dung phuong phap san xudt té bao giéng hai-budc dé 1am tang su phat trién cta ching

trude khi cdy vao thiét bi 1én men ¢6 thé tich 50 L c6 chira ba can da loc téng hop. Thanh phan

ctia b cin da loc tong hop nay 1a: glyxerol 18,3 g/kg, natri axetat 0,5575 g/kg, glucoza
0,7275 g/kg, axit lactic (86,7%) 2,5 ml/kg, chiét xuat nam men 12,5 g/kg, KH2POs 3,25 g/kg,
MgSO4 +7H,0 1,25 g/kg, sit amoni xitrat 11,25 mg/kg va chat pha bot 204 0,1 mL/kg. Ba can
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da loc tong hop nay dugc didu ché nhu sau: hoa tan hoan toan cac thanh phan sau day (theo
thir tw) trong nuée khir ion: glyxerol, natri axetat, glucoza, axit lactic trong 70% theo thé tich
cudi nay. Sau khi hoa tan hoan toan tit ca cac thanh phan, bo sung thém KH>PO, MgSOs -
7H,O va sat amoni citrat vao, va dua thé tich cia dung dich dén 90%, trong khi bao dam hoa
tan tAt ca cac thanh phan. Bo sung thém chét pha bot vao va diéu chinh d6 pH bang NH3 10%
theo khéi luong va H>SO4 10% theo thé tich dén 6,60 = 0,05. Dua thé tich ctia dung dich nay
dén 100% theo thé tich cubi nay va loc tiét trung dung dich nay bang cac bo loc 0,2 pm.

Loc tiét trung 49-L ba cdn di loc téng hogp vao thiét bi 1én men c6 thé tich lam viéc
50-L; d pH tu nhién cta moi trudong nay dat gan 4,5, tién hanh diéu chinh d6 pH trong
bé (d6 pH cudi = 6,6 + 0,1), bing NH3 10% theo khéi lwgng va HaSO4 10% theo thé tich
da duoc loc tiét trung. Toan bd chét trong hai binh Fernbach 2,8-L duoc chuyén vao thiét
bi 1én men lam chét nudi cdy, dén thé tich lam viéc cudi 50-L. Mat do té bao ban dau
duoc thiét ké 1a 0,2 AU/mL <ODggo < 0-5 AU/mL.

Kiém soat d6 pH clia qud trinh 1én men nay & 6,6 = 0,1, bang NH3 10% theo khéi
lugng va HSO4 10% theo thé tich da duoc loc tiét trung. Kiém soat luong pO:z trén 15%
bdo hoa, dat 100% DO bao hoa ndng do oxy hoa tan & trang thai cén bang trong khong
khi & 1 bar (ap suat tuyét db1). Thong thuong, qua trinh 1én men nay két thuc sau 36 gio
hoat dong néu ODgoo ban dau ~ 0,5. Thong sd quan trong cua quy trinh 1a mét do té bao
v6i muc tiéu > 8 g§CDW/kg (ODsoo ~20 AU/mL). Cac thong s6 kg thuat khac & cudi mé
cn phai dat dugc 1a: %DO > 90% bio hoa, va chuyén doi glyxerol> 95%. Mot khi dat
duge cac thong sb nay, mé ciy nay duoc st dung lam gidng dé 1én men chinh.

Binh 50-L nay 1a mé cdy cho hai thiét bi 1én men 750-L. 750 L mdi truong san xuét
duoc loc ti¢t trung vao tung thiét bi 1én men 750 L; do pH ty nhién ctia moi truong nay
gdn v6i muc 4,5, tién hanh didu chinh do pH bén trong bé, véi do pH cudi = 6,6 + 0,1.
25 L cua thiét bi 1én men 50 L duoc st dung 1am mé céy va duoc chuyén vao cac thiét bi
1én men 750 L v6i tong thé tich 1am viéc 1a 775 L.

Mat do té bao ban diu duoc thiét ké 1a ODeoo ~0,8 AU/mL, v6i thoi gian G mé
khoang 36 gio. Tuong tu trén day, thong s6 quan trong cda quy trinh nay la mat do té bao
véi muc tiéu > 8 gCDW/kg (ODsoo ~20 AU/mL). Kiém soat do pH ctia qua trinh 1én men
nay & 6,6 % 0,1, bing NHs 10% theo khdi lugng va H2SO4 10% theo thé tich da dugc loc
tiét trung. Kiém soat lugng pO2 nay trén 15% bao hoa, dat 100% DO bao hoa nodng do
oxy hoa tan ¢ trang thai can bang trong khong khi & 1 bar (ap sut tuyét doi).

Tron cac mé tir hai thiét bi 1én men 750 L nay v6i nhau va ly tdm. Thanh trung céac
chét rén co dic dé tao ra sinh khdi bat hoat sinh hoc.

Sau do6, dong kho cac vién t€ bao va dong goi va sau dé str dung cho céc thi nghiém
cho c4. Theo vi du nay, tao ra 15 kg vién t€ bao.
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Vi du 6: Déanh gia thirc an cho ca Protein don bao (SCP) Cupriavidus necator H16 AphaCAB

Panh gia su tiéu thu ctia protein don bao Cupriavidus necator H16 AphaCAB va kha
ning tiép cin céc axit amin va ty 1€ ¢ ca. Do céc loai ¢4 an thit (nghia la ca hoi) c6 cac ty 18
chuyén doi protein cao nhAt, cin cac ché do an giau protein nhét va rat kén chon cac ngudn
thitc an, thi nghiém ti€u héa thirc an cua ca hdi Pai Tay Duong trong 28 ngay da duoc thuc
hién. Chuén bi 15 kg protein don bao (SCP) Cupriavidus necator H16AphaCAB, da duoc
dong kho, dugc thanh trung nhu duge mo ta & vi du 5.

Trong thi nghiém tiéu héa nay, c6 12 bé ca, mdi bé ¢6 chira 25 con c4 hoi, dugc chia
thanh 3 nhém mdi nhém 4 bé. Mdi bé trong 3 nhém chira ca hdi nay dugce cho dn mot trong
4 ché do an v6i ham luong % Cupriavidus necator H16 AphaCAB SCP (Ché do in tham
khao, 10% SCP, 20% SCP va 30% SCP) khac nhau va do su gia tang khéi luong va luong
thire an dwoc tiéu héa. Khéi luong ciia mdi con ca hdi nay khi bat dau thi nghiém 1a 50 g
va con sb nay tang Ién khoang 100 g khi két thuc thir nghiém nay. Ngoai ra, thu thap phan
dé x4c dinh luong ting axit amin dugc tiéu hoa trong thirc an duoc cAp cho c4 nay. Cac dit
liéu sau day dugc thu thap: nhiét d§ nudce, oxy hoa tan, ty 1€ tir vong (néu c6), khéi luong
co thé trung binh ban du va cubi cing ctia ca, lugng thirc dn hang ngay, khéi luong phan.
Hanh vi cho n va kha ning chip nhén thirc dn dugc theo ddi dé bao dam ca hdi thich nghi
v6i ché do an moi.

Dua trén nghién ctu vé kha ning tiéu hoa trong 28 ngay, Cupriavidus necator H16
AphaCAB SCP (dugc diéu ché theo vi du 5 bing cach st dung thirc an ba cén da loc tong
hop lam nguyén liéu thd) dugc ca hdi tiéu hoa 6t cho thdy sy phat trién cao hon ché do
an Tham khéo va su tiéu hoa axit amin rat tot.

The Cupriavidus necator H16 AphaC4AB SCP khong chi ¢6 chira cac ham luong
protein cao hon so voi ché do an Tham khao, ma con chirng minh rang protein va cac axit
amin ctia n6 c6 chét luwong vugt trdi hon dya trén luong thite an tiéu thu (feed intake= FI)
va cac két qua FCR (xem Bang 9). C6 mbi quan hé nghich déo giira ché d6 an bao gom
Cupriavidus necator H16 AphaCAB SCP va FI va FCR. Céac gia tri FI va FCR nay giam
dang ké khi mirc do SCP tang.

Ty 1é sbéng ciia c4 1a 100% va cho thy rang Cupriavidus necator H16 AphaCAB SCP la
nguyén li€u an toan cho ca héi Dai Tay Duong.

BANG 9

Khoi lrong co thé ban dau (Initial body weight - IBW - Ngay 0) va héi lugng co thé cudi
cung (final body weight - FBW - Ngay 28), tang can (weight gain - WG), hé s6 phat trién
don vi nhiét (thermal — unit growth coefficient - TGC), luong thirc an ti€u thy (feed
intake - FI) va ty 1& chuyén d6i thtre an (feed conversion ratio - FCR) cua cac ché d6 an
cho ca hdi Dai Tay Duong chita SCP (Cupriavidus necator H16 AphaCAB). Dit li¢u la
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gi4 tri trung binh (c4c 151 tiéu chudn); gia tri trung binh trong cdt khong ¢ sd mii chung
khéc nhau déng ké duya trén thi nghiém Tukey (khong c6 s6 mii nghia 1a khong c6 su

khac biét).

Ché do an BW FBW WG TGC f FCR
(0] , , .
' (g/ca) (g/ca) (g/ca) (g/ca)

A (Tham chidu) 47.2(0.8) 85.,1,(1,1) 37.9(0,6) 0,195(0,003) 28,7(0,5)* 0,76(0,00)
B (10%SCP)  48,1(0.6) 86,3(1,1) 383(1,0) 0,195(0,004) 27.6(0.8)® 0,72(0,00)°
C(20%SCP)  47,000,8) 84,1(1,0) 37.1(0,6) 0,192(0,002) 254(0.4)* 0,69(0,00)¢
D (30%SCP)  47.3(0.3) 84,2(0,8) 369(0,5) 0,191 (0,002) 24.4(0.2)° 0,66(0,01)

Cupriavidus necator H16 AphaCAB chira SCP khong anh huong dén kha nang tiéu hoa
protein, khong quan sat thdy su khac biét gitta bdn ché d6 an thir nghiém, nhu dugc thé hién
trong Bang 10. Ca kha nang tiéu hoa lipid va nang lugng tho déu tang & ham lugng chira SCP
>20%.

BANG 10

Céc hé sb tiéu hoa 15 rang (Apparent digistibility coeffecient - ADC) ctia chat kho (dry
matter - DM), protein (P), lipid (L) va nang lugng tho (gross energy - GE) trong cac ché
d6 #n cua cac ché @6 an cip cho an ca hoi Pai Tay Duong v6i SCP (Cupriavidus
necator H16 AphaCAB).

ADC (% chit kho)

Ché d6 an DM P L GE

A (Tham chiéu) 90,1 (0,7)° 90,6(0,4) 90,8 (1,4)° 80,1(0,6)¢
B (10% SCP) 90,7(0,6)* 90,2(0,4) 92,3(0,5)" 80,8(0,3)"
C (20%SCP) 91,9(0,7)® 90,4(0,2) 93,3(1,0)® 82,0(0,5)
D (30%SCP) 93,5(0,8) 90,9(0,5) 95,6(0,6) 83,5(0,6)°

Dit liéu 1a gia tri trung binh (céc 16i tiéu chuén); gié tri trung binh trong c6t khong c6 5O
mil chung khac nhau dang ké dya trén thi nghiém Tukey (khdng c6 s6 mii nghia 1a khong
c6 su khac biét).

Kha nang tiéu hoa clia muoi axit amin thiét yéu duoc gitt & ham lugng hoac gan 90%
trong ca bbn ché do an thi nghiém (Bang 10). Do do6, Cupriavidus necator H16 AphaCAB
SCP khong anh huéng dén sy s&n co cua cac axit amin, bat ké mrc d6 bao gdbm cac axit amin
nay . Mic du thu dugc cac kha nang tiéu hoa khac nhau vé mat théng ké, cac su khac biét la

22



43279

23/45

rAt nho va it ¢6 thé 1a do sy thiéu chinh xac ctia phuong phap phén tich axit amin nay va
cac 131 thi nghiém dién hinh lién quan dén phuong phap tiéu héa. Céc sai s& chuan hep nay
cho thdy cac két qua co su ddng nhat cao gifta cac ban sao.

Ché phém thire dn cho c4 duogc s dung trong thi nghiém nay duoc thé hién trong

Bang 11.
BANG 11
Mic (%)
Ma  Thanh phin A (Tham chiéu) B (10) C(20) D (30)
55 Dicanxi phosphat (40% P20s) 3,165 2,849 2532 2,216
59  Biolys 0,563 0,506 0,450 0,394
60 DL Methionin 0,126 0,113 0,101 0,088
300 Catrich lam bot ca 15,000 13,5000 12,000 10,500
320  Hoén hop vitamin & khoéng 0,300 0,270 0,240 0,210
500  Ca trich lam thirc in cho ca 20,000 18,000 16,000 14,000
510 Iﬁ:;én gia cm (logi thifc an thd 12,136 10,922 9,709  8.495
515 BOt mau (Phun- siy kho) 7,000 6,300 5,600 4,900
550  Protein d4u nanh c6 dic 5,000 4,500 4,000 3,500
561 Protein ngd co dic 10,000 9,000 8,000 7,000
565 BOt dam tir laa mi 7,845 7,061 6,276 5492
567 Botmi 18,365 16,479 14,592 12,706
Protein don bao 0,000 10,000 20,000 30,000
Titan dioxit (TiO2) 0,500 0,500 0,500 0,500
Ma Dinh dudng Ham lugng bon vi
1 Thé tich 100,000 %
2 Chat kh 91,838 %
3 Lipid tho 20,000 %
5 Protein thd 48,000 %
6 Xo thd 0,799 %
7 Tro 6,205 %
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Canxi
Phospho
Phospho dé tiéu
Leuxin
Isoleuxin
Phenylalanin
Histidin
Arginin
Lysin dé tiéu
Methionin dé tiéu
Lysin
Methionin
Nang lugng tho
Nang lugng tho
Astaxanthin
DHA
EPA

1,255
1,065
0,670
4,341
1,914
2,177
1,262
2,440
3,000
1,000
3,480
1,158

23,563

20,193
0,000
0,725
1,015
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Vi du 7: San xudt sinh khéi bang cach sir dung ché do 1én men lién tuc lay Glyxerol lam

nguyén liéu

Str dung 200 pL céc té bao co dac tr Cupriavidus necator H16 AphaCAB da dugc

lam thich nghi dé phat trién trong glyxerol dé cdy 10 mL mdi truong nudi ciy (xem Bang

12) cong glyxerol & 18 g L! trong céc 6ng tiét trung 50 mL va u & 30 °C, 220 vong/phut

trong 24 gio. St dung mé cdy nay dé cdy cac 6ng khac nhau véi 10 ml méi truong méi véi
glyxerol ¢6 OD600 ban déu 0,2 AU/mL. U cac éng nay & 30 °C, 220 vong/phut trong 24
gity dén OD600 xép xi 2 AU/mL. 2 x 100 mL hén hop trong céc dng nay dugc chuyén vao

cac binh cay 1 L san sang dé nuoi cay.

BANG 12

Mai trudong nudi cay (loc tiét tring 0,2 pm)

Thanh phan

Nong do

Pon vi
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Axit nitrilotriaxetic 0,15 g1
KH,PO4 1.4 gL
Na;HPO4 0,94 oL
(NH4)2SO4 3,365 gL
MgS0O4+7H,0 0,5 gL!
CaCl2*2H,O 0,01 gL
NH; (Fe-I1)SO4+6H20 0,05 gL

Dung dich kim loai truy vét

10 L1t
(xem Bang 12A) o

BANG 12A

Dung dich kim loai truy vét

Thanh phan Nong do Don vi
ZnS047TH20 0,100 gL
MnClo*4H,0 0,030 gL
H;BOs 0,300 gL
CoCl*6H,0O 0,200 gLt
NiSO46H,0 0,025 gL!
Na;Mo04+2H,0 0,030 gL
CuS04*5H0 0,015 gL

Do pH duoc diéu chinh dén 2,0+0,5 st dung 6N HCl

Nap vao hai thiét bj 1én men 1 kg dién tich ban dau (xem Bang 13) c6 chira glyxerol
lam ngudn cacbon véi ham luong 14,77 gkg! va cdy 100 g mdi truong chét nudi cdy nhu
dwoc mé ta trong doan trén day. ODsoo sau khi cdy 12 0,2 AU/mL.

BANG 13

Dién tich ban dau cho giai doan mé (bo loc tiét trung 0,2 pm)

Thanh phan Nong do Pon vi

Na,HPO4 0,37 gkg!
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(NH4)2SO4 5.47 gkg!
KH,PO4 0,55 gke'
Axit nitrilotriaxetic 0,15 gkg!
NI, (Fe-I1)SO4+6H20 0,05 gkg!
MgSO4+7H,0 0.5 gke!
CaClye 2H,0 0,01 gke!
R TR
Chét pha bot 204 0,5 mL kg!

Sau khi cdy, chay ca hai qua trinh 1én men 6 ché do mé vé6i sy phat trién di dudng

hiéu khi cho dén giai doan tinh (c6 du ngudn cacbon trong mdi qué trinh dé duy tri su

nudi cdy mé trong tir 24 gio dén 48 gi®). Qua trinh nudi cdy theo mé di dudng hiéu khi

duoc theo doi va sau khi dugce thiét 1ap, cac thirc &n nay dugc bat dau & ché do luu gilt té

bao, loai bé su thdm thu dé duy tri muc giir 1a 1,1 kg.

Khi ¢ trong giai doan tinh, ca hai thiét bi 1én men dugc dua vao ché d6 hoa tri véi

viéc luu gitt mot phan té bao dong thoi loai bo su thdm thdu dé duy tri mirc gitt 1a 1,1 kg

nham dat dugc sy phat trién di dudng hiéu khi han ché cacbon.

C4 hai thiét bi 1én men duoc cip hai loai thirc an riéng biét, thirc dn khodng (xem

Bang 14) cong 15 g/Kg Glyxerol voi toc @6 100 g/gity va thic dn phosphat (xem Bang
15) vé6i toe do 20 g/giv. Didu chinh do pH biang NH4OH (10% theo khoi lugng) va H28O4
10% (theo thé tich). Ty 1é pha lodng té bao 1a D = 0,025 h-1.

Bang 14

Thirc dn khoang tiét trung dugc cung cap & 100 g h-1 (boc loc tiét trung 0,2 pm)

Thanh phin Nong do Pon vi
AXit nitrilotriaxetic 0,15 gkg
(NH4)2S04 3 gke!
MgS04.7H20 0.5 gke!
CaCl>. 2H>0 0,01 gke!
NH; (Fe-I1)SO4.6H20 0,05 gkg!
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Dung dich kim loai truy vét (xem Bang

10 Lkg'!
12A) e
Chét pha bot 204 0.5 mL kg

Bang 15
Thc an phosphat tiét trung & 20 g h-1 (bdc loc tigt trang 0,2 pm)
Thanh phan Nong do Don vi
KH>PO4 3 g kg!
NayHPOq4 2 g kg'!

Thu thap cdc mau thir dung cho phén tich protein va thong tin axit amin va phan

tich dé cung cip % theo khéi lugng twong dbi cac axit amin, AA (% theo khdi lugng axit

amin/% theo khdi lugng téng sb axit amin) trén co s& khoi lugng kho dugce thé hién & Bang

16. Cac mau thir dugc phéan tich tai Experimeht Station Chemical Laboratories tai Pai hoc
Missouri, Columbus, Missouri theo Ma 0002 cho Thong tin axit amin va Ma 0054 cho
Protein tho/Tong sb Nito (Kjeldahl).

Bang 16

Céc don vi
% theo khéi luong AA/% theo khéi lugng cua tong AA
Chung
Cupriavidus necator H16 AphaCAB

Nguyén liéu

Glyxerol
Quy trinh Lién tuc
Alanin 9,88
Arginin 7,51
Axit Aspartic 9,64
Xystein 0,80
Axit Glutamic 12,06
Glyxin 6,24
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Histidin 2,08
Hydroxylysin 0,01
Hydroxyprolin 0,06
Isoleuxin 4,51
Lanthionin 0,00
Leuxin 8,57
Lysin 6,24
Methionin 2,59
Ornithin 0,04
Phenylalanin 4,59
Prolin 433
Serin : 3,58
Taurin 0,07
Threonin 4,90
Tryptophan 1,87
Tyrosin 3,32
Valin 7,10
ong axit amin (¢
rtl;lce):r(l)gkh(“')lit Eangg ’ 72,08
Protein tho* 88,80

% theo khoi lugng = gam mdi 100 gam mau thir.
Cac két qua dugce thé hién trén co s6 khdi lugng kho.

*Protein tho Kjeldahl = (%N) x 6,25

Vi du 8: San xuét sinh khéi st dung qué trinh 1én men ché do lién tuc v6i vét liéu tho la
fructoza.

Chung dugc st dung cho thi nghiém nay 1a Cupriavidus necator H16 AphaCAB.
Khéc v6i ching & Vi du 7, chung ndy chua dugc lam thich nghi dé phét trién trong
glyxerol bing phuong phap nuodi cdy so cip trong moi trudng tdi thiéu vai glyxerol.
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4 x 10 ml mdi truong nudi cdy (xem Bang 12 trong Vi du 7) cong fructoza & ham
luong 12 g L! trong 6ng ly tam vo trung 50 mL dugc cdy khuén lac tir dia TSB va duge
phat trién trong 24 gio & 30 °C va 220 vong/phut.

St dung phuong phéap nudi ciy so bo nay dé ciy 3 x 100 ml mdi trudng nudi ciy
(xem Bang 12 ¢ vi du 7) véi fructoza & ham luong 12 g L! trong cac binh 1 L dén OD
600 nm ban dau 0,2, sau d6 & trong 11 gio & 30 °C va 220 vong/phat dé dat duge OD
600 nm cudi cing ~ 2.2. Hai lan 100mL trong cc binh nay duoc chuyén riéng 1€ vio cac
binh cdy 1 L sin sang dé nuoi cdy. Nap vao hai thiét bi 1én men dang bé duoc khudy 1,5 L
1 kg moi truong dién tich ban dau (Bang 13 trong vi du 7) chua fructoza v6i ham luong
13,83 g kg™ 1a ngudn cacbon va cdy 100 g mdi truong chit nuéi cdy nhu dugc mo ta trén
day. ODsoo sau khi cay 1a 0,2 AU/mL.

Sau khi nuéi céy, ca hai qua trinh 1én men duoc tién hanh & ché d6 mé véi su phat
trién di dudng hiu khi dén giai doan tinh (c6 du ngudn cacbon trong mdi qué trinh daé
duy tri nudi cdy mé trong thoi gian tix 24 gid dén 48 gio). Theo ddi su phat trién theo mé
di dudng hiéu khi va sau khi dugc thiét lap, cac thirc dn nay dugc bat diu & ché do luu
gift té bao, loai bo su thim thau dé duy tri mue gitr 1a 1,1 kg.

Khi ¢ trong giai doan tinh, ca hai thiét bi 1én men duogc dua vao ché do hoa tri véi
viée luu gitt mot phan t& bao ddng thoi loai bo sy thdm thau dé duy tri muc gifr 1a 1,1 kg
nham dat dugc sy phét trién di dudng hiéu khi han ché cacbon.

C4 hai thiét bi 1én men duogc cép hai loai thrc an riéng biét, thirc dn khoang (xem
Bang 12A ¢ Vidu 7) cong 14 g/Kg fructoza voi tbc d6 100 g/gid va thirc &n phosphat (xem
Bang 13 & Vi du 7) vé6i tde do 20 g/gio. Diéu chinh do pH bang NH4OH (10% theo khi
lwong thé tich) va H2SO4 10% (theo thé tich). Téc do pha loang mdi trudng nudi cay 1a D=
0,05 h'’.

Thu thap cdc mau thir dung dé phan tich protein va thong tin axit amin va phan tich
dé cung cép % theo khdi luong twong dbi cac axit amin, AA (% theo khdi luong axit
amin/% theo khdi lugng téng s6 axit amin) céc axit amin trén co s& khéi lugng khd, nhu
duge thé hién trong Bang 17. Cac mau thi nay dugc phén tich tai Experiment Station
Chemical Laboratories tai Pai hoc Missouri, Columbus, Missouri theo Ma 0002 cho
Thong tin axit amin va Ma 0054 cho Protein tho/Tong s6 Nito (Kjeldahl).

BANG 17

Cac don vi

% theo khéi lugng AA/% theo khéi lugng cia
tong AA

Chung
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Cupriavidus necator H16 AphaCAB

Nguyén liéu
Fructoza

Quy trinh Lién tuc
Alanin 9,60
Arginin 7,70
Axit Aspartic 9,64
Xystein 0,90
Axit Glutamic 11,95
Glyxin 6,28
Histidin 2,18
Hydroxylysin 0,03
Hydroxyprolin 0,04
Isoleuxin 4,65
Lanthionin 0,00
Leuxin 8,70
Lysin 6,32
Methionin 2,60
Ornithin 0,05
Phenylalanin 4,58
Prolin 4,20
Serin 3,40
Taurin 0,05
Threonin 4,79
Tryptophan 1,63
Tyrosin 3.47
Valin 7,23
Tong axit amin (%

theogkhéi qung() 0 73,54
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Protein tho* 88,58

% theo khdi lwong = gam moi 100 gam mau.
Cac két qua duoc thé hién trén co so khdi lugng kho.
*Protein tho Kjeldahl = (%N) x 6,25

Vi du 9: San xuét protein don bao tr qua trinh 1én men khi

Cac mau thtr ctia chung Cupriavidus necator H16 AphaCAB nay dugc phat trién vo
co dudng hoa hoc trong qua trinh 1én men khi (Hz, CO2 va khi) lién tuc han ché cacbon.

Phén tich tong ham lwong axit amin va cac thong tin axit amin tr cac mau thir nay va
tién hanh so sanh vé6i cac mau thir duoc phan tich tir cac té bao dugc phét trién di dudng trén
b can da loc duoc 1am sach va mdi treong glyexrol khac.

Céc lo Glyxerol chira 1 ml cac chiing ctia chiing Cupriavidus necator H16 AphaCAB
da duoc lam thich nghi dé phat trién trong glycerol dugc st dung dé ciy vao binh c6 vach
ngin 0,25 L c6 chira 25 mL moi truong nudi cdy (Bang 12 tir Vi du 7) cOng glyxerol &
ham luong 18 g L. Chat nudi cdy nay dugc u trong tir 3 ngay dén 4 ngay (30 °C, 220
vong/phit) dén OD 600 nm cudi cing ~ 2,2 AU/mL. Ty 1& phat trién mong mu6n 1a 0,08
h!. Sau d6, chuyén 10 mL chét nudi cdy nay vio hai binh ¢6 vach ngan dung tich 1 L ¢6
chira 90 ml moi truong nuodi ciy (Bang 12 tir vi du 7) cung v6i glyxerol & ham lugng 18 g
L1 U c4c chit nudi cAy nay trong tir 20 gio dén 24 giv (30 °C, 220 vong/phut) dén mét
dd té bao ~ 1,6-2,5 AU/mL (~ 0,75 g/L), v6i chét nuéi cdynay van trong giai doan ting
truéng theo cip sb nhan. Ty 1& phat trién mong mudn 12 0,12 h''.

Thiét bi phan tng sinh hoc c¢6 bé khudy thé tich 2 L ¢6 hai tuabin Rushton va hé
théng mang Iuu lugng chéo tai ché té bao duoc cdy véi muc tiéu OD600 ~ 0,2 AU/mL
(0,1 g/L) v6i 200 mL chat nudi cAy Cupriavidus necator H16 AphaCAB phat trién theo
chp s6 nhan tir hai binh cdy vaol,3 L moi truong dién tich ban dau (Bang 13 tir vi du 7)
¢6 chira glyxerol v&i ham lugng 14 g kg™ lam nguodn cacbon.

Sau khi cdy, cacs qua trinh 1én men dugc tién hanh & ché do mé v6i suwj phat trién
di dudng hiéu khi cho dén giai doan tinh (hét glyxerol). Téng luu lugng khi cap (toc do
cép khi) ban diu duoc thiét 14p 12 0,050 SLPM va tbe dd khudy dugc chuyén dén b dieu
khién DO theo ting dé dat duoc didm thiét 14p bdo hoa DO 30% cho dén khi diém thiét
lap khudy tbi da ban dau nay dat 900 vong/phut.

Khi mé nudi cdy nay budc vao giai doan tinh, bét dau cap Ha va CO; vao, va thiét lap
su phat trién ty dudng. Kiém soat cic tdc do luu luong khi cung cp riéng biét (Hz, CO2 va
khi) boi su két hop gita cac ty 1¢ luu lugng do ngudi van hanh thiét 14p va diéu khién theo
tang. Ty 1& cung cp CO2nay (luu luong cap CO2 vao tong luu lwong cép khi) dugc diéu
chinh d thu duge CO» % theo thé tich mong mudn. Ty 18 cap O2nay (luu lugng cap khi
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trén téng luu hrong cAp khi) duoc didu chinh thu cong dé dat duge muc tiéu lugng oxy hoa
tan % ndm trong khoang tir 1% dén 10% (bdo hoa). Tong lwu lugng cép khi (khi + Ha +
CO») duge chuyén dén bd didu khién ndng do khi thai O ¢6 diém thiét 1p ban dau 1a 3%
theo thé tich O» va diém thiét lap i da 1a 3,5% theo thé tich O dé gitt thip hon nong do
oxy gi6i han. Diém thiét 1ap khudy nay dugc ting thu cong va duy tri & téc d6 ¢d dinh 950
vong/phut (toc do duy tri tdi da cho phép ma khong can quan tdm dén hu héng dong co
may khudy) trong sudt thoi gian thir nghiém.

Bt diu cAp phosphat va khoang vao, va kiém soat viéc cap CO2 dén 4% theo thé
tich ctia tdng lwong khi cap (CO,, Ha va khi). C6 100% su luu giir té bao va duy tri mic
gilt nay (tbng thé tich hé théng) & mic 1,5 L boi luu lugng thAm thiu tir mang dong chéo.
Diém thiét 1ap ndng do khi thai ting tang tir 3 dén 3,5% theo thé tich. Vi viéc cap khodng
duoc thiét 1ap dén 0,148 L h'! va viéc clp phosphat dugc thiét 1ap dén 0,045 L h' chat
thai mé c4y (chét thai) duoc bit dau; & ché do luu git mot phan té bao. O ché do nay, luu
lwong thim thau duge ¢ dinh trong khi luu lugng thai dugc st dung dé kiém soat mirc
giit clia thiét bj phan Gmg. Téc do pha loang té bao ban dau nay D = 0,042 h'! va CO>
trong tong lrong cAp khi duoc kiém soat dén 4% theo thé tich.

Vi cac tde do cép, cac toc do tham thau va toc do thai duoc thiét 1ap % COz trong
tong lugng cAp khi giam tir 4% xubng 2% theo thé tich dé thu dwoc su han ché cacbon.
Tée d cAp khoang ban diu ting dén 0,163 L h!, duoc diéu chinh dén 0,158 L h'!. Lwong
c4p phosphat cling dugc didu chinh dén 0,036 L h!. Téc do pha loang D duoc tang dén
0,05 h™! bing cach didu chinh tdc do thdm théu. Toan bo cac mau thir nudi cay déu duge
st dung dé lam dong kho va dé phan tich ham lugng protein va axit amin; mau tht ban
dau duoc su dung khong da va sau do, mau thtr khac duoc st dung trén da tir 6ng thai mé
cdy.

T4t ca cac khi duoc loc tir hé thdng 1én men v6i 100% N2 & 0,5 SLPM.

S& rit kho dé thiét 1ap trang thai én dinh trong hé¢ thong nay vi cac luu lwgng khi
khong bat bién. Cac khi dAu vao va khi dau ra ctia qua trinh 1én men nay lién tuc dugc
theo ddi truc tuyén bang micro-GC. Sinh khéi (g L) axit Phosphoric (g L") va Glyxerol
(g L") dugc theo dai ngoai tuyén.

Bang 18 thé hién tom tit cac diém thiét 14p thong s6 1én men cho ché d9 luu gitt té bao.

BANG 18

Trang thai On dinh ty dudng (luu giit té bao mot
phan ché do lién tuc) 115,92 70,16 gis han ché C

Théng sb [tbe do cap thap 2% COs]
Diém thiét 1ap nhiét do 30
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Diém thiét 1ap khudy 950
Do pH (chi s6 pH trung binh) 6,54
Téng thé tich hé théng 1,5
Diém thiét 1ap khi thai O (chi s trung

. 3,84
binh)
Diém thiét 1ap O hoa tan (chi s6 trung 538
binh) ’
Téc do luu luong cip khi (diém thiét 1ap 0147
MEFC) téi thiéu-t6i da (trung binh) .
Téc do luu luong cap CO, (diém thiét lap 0.00803
MEFC) téi thiéu-t6i da (trung binh) ’
% CO trong luong cap téi thiéu-t6i da -
(trung binh) ’
Téc do luu lugng cp Ha (diém thiét 1ap 0313
MEFC) téi thiéu-t6i da (trung binh) ’
% Ha trong luong cip toi thiéu-tdi da 62,46
(trung binh) ’
Céc thiét 1ap toc do luu lugng cap khoang 0,163 @ 116,4 giv, 0,158 @ 123,12 giod

Céc thiét 1gp tbc 40l hrong cap 0,045 @ 1164 h, 0,0358 @ 123,12 gid

Phosphat
, , . 0,100 @ 116,4 h, 0,1208 @ 123,12, 0,150 @ 138
Céc thiét 1ap toc do luu lugng tham thau? @ .é@ @
g1

Téc do pha loang D (Chét thai)? 0,0417 @ 92,16 h, 0,05 @ 123,12 gio
Ty 18 chp CO2 (CO/(COr+Hy+Khi))* t5i 00171
thiéu-t6i da (trung binh) ’
Ty 1é chp Oz (Khi/(CO2+Hr+Khi))’ t6i 0313
thiéu-tdi da (trung binh) ’
Téng toc d6 luu 1 khi cap (Diém thiét

ong toc do luu luong khi cap (Di€m thi€ 0.467

1ap MFC) i thiéu-t6i da (trung binh)

Téng luu lwong khi cap so v6i % theo thé tich O»

Sap xép theo tang khi thai
i thai

% theo khdi luong turong ddi cac axit amin nay (% theo khéi lwong cua axit amin /% theo
khéi lugng tong sb axit amin) céc axit amin trén co s& khéi luong khé dugce thé hién trong
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Bang 19. Cic mau thir dugc phan tich tai Experiment Station Chemical Laboratories tai
Pai hoc Missouri, Columbus, Missouri theo Ma 0002 cho Thoéng tin axit amin va Ma 0054
cho Protein tho/Téng sb Nito (Kjeldahl).

BANG 19

bPon vi

% theo khdi luong AA/% theo khdi lwong clia
tobng AA

Chung
Cupriavidus necator H16 AphaCAB

Nguyén liéu
CO2/H2

Quy trinh Lién tuc
Alanin 8,64
Arginin 8,22
Axit Aspartic 10,01
Xystein 0,93
Axit Glutamic 11,47
Glyxin 5,91
Histidin 2,51
Hydroxylysin 0,02
Hydroxyprolin 0,04
Isoleuxin 4,92
Lanthionin 0,00
Leuxin 8,70
Lysin 5,52
Methionin 2,96
Ornithin 0,06
Phenylalanin 4,97
Prolin 4,22
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Serin 3,34
Taurin 0,04
Threonin 5,04
Tryptophan 1,59
Tyrosin 3,74
Valin 7,14
ToOng axit amin (9

thc;r(l)gkhéf Ernqlngg - 81,34
Protein tho* 93,45

% theo khéi lwong = gam méi 100 gam mau.
Két qud duwoc thé hién trén co s¢ khéi huong kho.

*Protein tho Kjeldahl = (%N) x 6,25

Vi du 10: San xuét protein don bao ctia Cupriavidus necator quy md phong thi ngiém tir
dau an da qua st dung

C. necator c6 thé sir dung cac axit béo va céc dau lam cac ngudn cacbon va ning
lugng trong cac diéu kién hiéu khi (Verlinden va cdng su. 2011 AMB Express. 11 doi:
10.1186/2191-0855-1-11, 2011; Taniguchi I. va cong su. 2003 Microbial production of
poly (hydroxyalkanoates) from waste edible oils, 5: pp 545). An economically attractive
stream is used cooking oil (Nielsen va cong su. 2017 Microbial Biotechnology 10:6 pp
1338-1352 doi: 10.1111/1751-7915.12776) va ngudi ta da chimg minh rang C. necator c6
thé str dung hiéu qua céc ludng nay dé tao PHB (Obruca va cdng su, 2014 Appl. Microbiol.
Biotechnol. 98: pp 5883-5890).

Do d6, nghién ctru dugc thuc hién dé danh gia d6 kha thi cua viéc stt dung C. necator
dé san xudt protein don bao (SCP) véi dau an di qua sir dung lam nguyén liéu 1én men.
Céac diéu kién 1én men theo mé va mé bd sung dinh dudng dugc thtr nghiém dé thu duoc
du sinh khéi dé phan tich ham lugng protein va thong tin axit amin.

Chung C. necator H16 AphaCAB nhu dugc su dung trong cdc vi du phia trén dugc
lam thich nghi dé phat trién trong glyxerol.

200 pl cac té bao co dic tir chit nuéi ciy ctia chiing C. necator H16 AphaCAB dugc st
dung dé nudi cdy 10 mL moi truong nudi cdy cong glyxerol & ham lugng 18 g L' (xem Bang
12 & Vi du 7) trong céc 6ng tiét tring 50 mL va dugce u & 30 °C, 220 vong/phit trong 24 gio.
Mé nudi ciy nay dwoc sir dung dé cdy cac 6ng khic nhau v6i 10 ml mdi truong méi voi
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glyxerol c6 OD600 ban dau 12 0,2 AU/mL. Céc dng nay duge i 6 30 °C, 220 vong/phut trong
24 gity dén OD600 xép xi 2 AU/mL.

Céc bng mé nudi ciy so bo nay duoc sur dung dé ciy 100 mL mai trudng moi cong
glyxerol trong céc binh 1 L dén OD600 ban dau 1a 0,2 AU/mL, cac binh ny dugc phét trién
trong khoang 40 gid dén OD600 cubi cing 1a 0,2 AU/mL, & diém cac thiét b 1én men nay
duge cdy v6i ty 18 1:10 dén OD600 ban dau 1a 0,2 AU/mL. Céc thi nghiém nay duoc thuc
hién trong cac don vi lén men, mdi don vi duoc nap 700 g mdi trudong dién tich ban dau cong
glyxerol v6i ham lugng 14,77 g kg™ 1am ngudn cacbon (xem Béang 13 & vi du 7) va dugc
gieo gidng bang 70 g chat nuodi cdy.

Trong tit ca céc trudong hop, viée kiém soat nhiét nay do dugc thiét 14p ¢ 30 °C, va
d6 pH duoc do va kiém soat & mirc 6,6 + 0,05 bang (0,2 pm) NHs 10% theo khoi lugng
va H,SO4 10% theo thé tich da dugc loc tiét trung. Trong qua trinh 1én men, oxy hoa tan
(% DO bdo hoa) dugce do va duoc kiém soéat trén 30% DO bao hoa; & 100% DO bao hoa,
ndng do oxy hoa tan nay ¢ trang thai can bang v6i khong khi & 1 bar (ap suit tuyét dbi).
Dat duge su kiém soat oxy hoa tan bang cach xép tng toc do khudy gitra 582 vong/phut
va 1500 vong/phut va toc do dong khi duge duy tri khong ddi & muac 0,390 SLPM.

Su két thic cua giai doan mé nay dugce danh d4u bang sy ting manh cua % DO bao
hoa va su giam dot ngot % khi thai CO». TAt ca cac chat nudi cdy bi bo déi dé dam bao
tiéu thu ddy da ngudn C ban dau. Giai doan cip theo mé (mé bd sung dinh dudng ) duoc
thuc hién trong 6 gio, hoat dong nay duogc thiét ké dé dimg khi thé tich tong thé trong
thiét bi 1én men dat khoang 620 g. Tai thoi diém do, cac thiét bi 1én men nay dugc thu
hoach dé 14y mAu thir dé phan tich axit amin. Trong tit ca cac truong hop, bét ddu mé bd
sung dinh dudng bing cach cip dong thoi 20 g/gio thitc &n khoang va 1 g/gio dau an da
qua str dung duoc hép khir tring; cdc mau thir ciia mé b6 sung dinh dudng nay dugc lay
ra 30 phut sau khi dung cip dong thoi.

Thu dugc 240 mL cic mau thi & cubi cac giai doan mé va mé bd sung dinh dudng.
Cac mau thi nay duge ly tAm & tde do 12000 vong/phut, 4 °C, 10 phit trong cac dngvo triung
50mL. Cac vién té bao nay duoc bao quan & nhiét do -20 °C trong 24 gio, sau d6 duge lam
lanh kho trong khoang 48 gio & ap suét thap hon 120 Torr véi bay ngung tu hoat dong ¢ -
50 °C. Cac chat ran khd duogc phan tich dé xac dinh ham lugng axit amin va protein trong
sinh khéi kho.

Trong hoat dong mé va mé bb sung dinh dudng, thong tin axit amin da thay do6i voi
do bién thién nhé hon 30% dugc do trén cac axit amin khac nhau . Dit liéu cho théy nguén
C nay va ché do hoat dong dong vai tro quyét dinh thong tin axit amin.

Céac két qua cho thay rang C. necator st dung dau an lam ngudn cacbon duy nhéat
v6i ning suét sinh khéi dugc tinh toan 1a 0,8 gCDW/g dau, toc do phat trién cu thé la
0,27 1/gio va ning suat sinh khdi khoang 1 gCDW/kg/gio.
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C6 thé quan sat thay su khac biét gifta cac ché do hoat dong sau khi phan tich thong
tin axit amin va ham lugng protein. Bing chtng thuc nghiém cho thiy rang him luong
protein giam trong hoat dong mé bb sung dinh dudng, ham lwgng protein la tong clia cac
axit amin (g cac axit amin/g CDW) bién thién trong khoang tur tir 35% dén 47%. Cac hoat
dong theo mé duong nhu lién tuc tao ra sinh khéi v6i ham luong protein 45%, tuong
duong v6i mé ti€u chuén trong b cin da loc duge st dung trong céc thir nghiém ca nay.
Mat khac, cac hoat dong theo mé bd sung dinh dudng tao ra sinh khéi v6i ham luong
protein 37%.

Ty 1€ % theo khéi luong twong ddi céc axit amin (% theo khéi luong axit amin/%
theo khéi lugng tong axit amin) trén co s& khdi luong kho duoc thé hién trong Bang 20.
Céc mAu thir dugce phén tich tai Experiment Station Chemical Laboratories tai Pai hoc
Missouri, Columbus, Missouri theo Ma 0002 cho Thong tin axit amin va Ma 0054 cho
Protein thd/Tdng sb Nito (Kjeldahl).

BANG 20

Pon vi

% theo khéi luong AA/% theo khéi luong
clia tong AA

Chung
C. necator H16 AphaCAB
Nguyén liéu

Dau an da qua su dung

Quy trinh Mé b6 sung dinh dudng
Alanin 9,71
Arginin 7,52
Axit Aspartic 9,57
Xystein 0,75
Axit Glutamic 12,30
Glyxin | 6,48
Histidin 2,05
Hydroxylysin 0,05
Hydroxyprolin 0,10
Isoleuxin 4,89
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Lanthionin 0,00
Leuxin 8,66
Lysin 6,43
Methionin 2,71
Ornithin 0,07
Phenylalanin 4,68
Prolin 4,15
Serin 3,40
Taurin 0,05
Threonin 4,94
Tryptophan 1,08
Tyrosin 3,15
Valin 7,27
i e
Protein tho* 78,12

% theo khoi lwong = gam moi 100 gam mau.
Két qua dugc thé hién trén co s6 khoi lwong khé.
*Protein tho Kjeldahl = (%N) x 6,25

Vi du 11: Sir dung x@ 1y so bo bang enzym (hodc ddng xr ly) dé tang su chuyén ddi cac
hydratcacbon hodc céc protein phirc hop thanh SCP

Ching Cupriavidus necator H16 AphaCAB c6 loai b thém (AH16_A0006-9) dugc |
thue hién dé tang hiéu qua chuyén ddi (nhu duge mo ta trong don ding ky sang ché da
cong bd US20180100160) duge lam thich nghi dé phat trién bang cach sir dung glucoza
lam ngudn cacbon duy nhét bang cach i m& rdng trong moi trudng t61 thiéu c6 chua
glucoza.

Céac té bao ¢b dic tir ching Cupriavidus necator H16 AphaCAB AH16_A0006-9
dugc st dung dé cay mdi truong nudi ciy (xem Bang 12 trong vi du 7) c¢6 chura glucoza
& ham luong 12 g L! duge 0 6 30 °C va lac trong 48 gio.

Mobi mé nudi cay trong sd cac mé nudi cdy so bo nay dugc chuyén vao ong vo trung

50 mL va duogc ly tAm dé tao vién cac té bao. Loai bd chat noi bé mat va rira vién nay

trong 20 mL moi trudng nudi cdy moi (xem Bang 12 trong vi du 7) khong ¢6 ngudn
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cacbon bd sung. Cubi clng, tai tao huyén phu vién nay trong moi trudng nudi cdy moi
(xem Bang 12 trong vi du 7) khong ¢6 cac ngudn cacbon hoic ddH>0 va OD600 dugc
do.

Cac chung Cupriavidus necator H16 AphaCAB AH16_A 0006-9 khi dugc nuoi chy
mot minh trén mai trudng gde hydratcacbon phirc hgp, hodc khi dugc xit Iy trude bang cac
enzym dé pha v& hydratcacbon phitc hop da dugc nghién ciru. Cac hydratcacbon da thu
nghiém dugc thé hién trong Bang 15.

Céc hydratcacbon - Chua dugc xu ly:

Mbi trrong nudi cdy 2X (Bang 12 trong vi du 7) + 2% cac hydratcacbon (d9 pH dugc
diéu chinh va duoc loc qua mang 0,2 pm) duge u qua dém 6 30 °C ¢ 220 vong/phut, sau do
dugce chy khoang OD600 0,4. V4 thé tich cudi cling dugc chia ra binh tiy ¥ va ddH>O vo tring
duoc thém vao thé tich cudi cung. Theo doi su phat trién béi OD600. Cac diéu kién dugc thiét
1ap thanh ba phan twong tmg va 16i dugc tinh toan 12 2xSTDEV. Cac hydratcacbon dugc liét
ké trong Bang 22.

Céac hydratcacbon - Xt ly enzym:

2x mdi truong nudi cdy méi + 2% cac hydratcacbon + cac enzym (nhu thé hién
trong Bang 14) duoc diéu chinh do pH dén 6,6, dugc loc qua mang 0,2 mm va dugc u
qua dém & 30 °C, 220 vong/phut. Trudc tién, tinh bot va pectin dugc tai tao huyén phu
truc tiép trong khoang 500 pL enzym cd dic va sau do bd sung thém 2x mdi trudng nudi
cy m6i vao dé diéu chinh theo thé tich cudi cung can thiét. 250 uL hdn hop nay dugc
chia vao dia vudng c6 96 15 sau. Chét nudi cdy nay duge tai tao huyén phu trong ddH,O
vo trung dén khoang OD600 0,4 va dugc bd sung thém vao hon hgp nay trong dia nudi
ciy. Theo dai sur phat trién boi OD600. Céc didu kién duoc thiét 1ap thanh ba phan twong
g va 16i dugc tinh toan la 2xSTDEV.S

BANG 21

Enzym dugc thi nghiém

Enzym Nong do Pham vi dugc thi nghiém

>=100don 15— 90 U (ddi v6i Mantoza),

Maltaza (a-Glucosid ,
altaza (0-Glucosidaza) vi/mg protein 25 -200 U (ddi véi tinh bdt)

200-300d
Invertaza (B-D-Fructofuranosidaza) _ on 15, -50
vi/mg
Lactaza (B -Galactosidaza) >2600 don vi/gr 220 ul
a-Amylaza (1,4-0-D-Glucan- 1 -7 pl (dbi véi Mantoza),
glucanohydrolaza) 10 — 500 pl (d6i véi tinh bot)
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Amyloglucosidaza (1,4-a-D-Glucan

glucohydrolaza)

Amyloglucosidaza (1,4-a-D-Glucan

glucohydrolaza)

Proteinaza K

>260 don vi/ml

30-60 don vi/mg

800 don vi/mL
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15 — 90 U (dbi voi Mantoza),
60 -500 U (di véi tinh bot)
15 — 50 U (dbi véi Mantoza),
50 -300 U (ddi véi tinh bot)

Cac két qua cta cac nghién ctru st dung cac hydratcacbon chua duge xtr ly va céc

hydratcacbon + xu ly enzyme dugc thé hién trong Bang 22 duéi day.

Bang 22
Nong do OD 600 OD600
Duong Enzym 72 gio 96 gio
Glyxerol Khong c6 1% 0,17 0,43
Glucoza Khong co 2% 0,78
Mantoza Khong c6 1% 0,16 0,18
100 puL
Mantoza " | 1% 124 141
Amyloglucosidaza
Tinh bot Khong cé 1% 0,17 0,17
100 uL Amilaza
Tinh bot +100 pL. 1% 2,03 2,22
Amyloglucosidaza
Sucroza Khoéng c6 1% 0,16 0,17
Sucroza 15 Invectaza don vi 1% 0,68 0,82
Lactoza Khong co 1% 0,16 0,17
Lactoza 2 uL Lactaza 1% 0,53 0,98
Raffinoza Khong c6 1% 0,16 0,18
2 uL Lactaza +15
Raffinoza hi. Lackdzd =2 1% 1,01 LI2
Invectaza don vi
Kho .
OI8O Khongco 016 0,17
ngudn cacbon
Trbéng Khong c6 0,07 0,07

Dit liéu cho thy ring Cupriavidus necator H16 AphaCAB AH16_A0006-9 khong thé
stt dung céc hydratcacbon phtrc hgp chua duoc xir ly (cac di- va oligosacarit) lam ngudn
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cacbon duy nhat. Tuy nhién, khi dugc phat trién trén cac hydratcacbon phirc hgp chiu sy thuy
phén enzym dé giai phong cac monosacarit, quan sat thiy su phat trién trong mot s6 diéu kién
nhét dinh.

Sau d6, cudc diéu tra da dugc thuc hién dé nghién ctu Cupriavidus necator H16
AphaCAB AH16_A0006-9 khi dugc phat trién trén cac co chat gbe protein dugce va khong
dugc xit Iy proteaza. Pia c¢6 96 16 dugc st dung dé do su phat trién trong mdi truong sau day
c6 chira cac protein hodc cic axit amin la ngudn cacbon duy nhit & ndng d6 di néu: BSA
1% va 2%, céac axit casamino (tirc 12 dich thity phéan axit cazein) 1% va 2%, trypton (tirc la
dich thuy phan axit cazein) 1% va 2%, axit aspartic 0,25% va 0,125%, glutamin 0,5% va
1%, lysin 1% va 2% va D-Fructoza (1%) hodc D-glucoza 1% la mau dbi chig duong tinh.
Céc bd sung ngudn cacbon dugc thuc hién cho méi trudng cac mudi khoang v tring va do
pH duoc didu chinh vé 6,6. Mbi 15 cua dia ¢6 chira 100 pL modi truong va duge cdy
Cupriavidus necator H16 AphaCAB AH16_A0006-9 & ODgoo ban dau (dugc do bang thiét
bi doc dia) ~ 0,1.

St dung dang dng Falcon 10 ml dé do su phat trién trong moi trudng c6 chira 2%
BSA, dugc xu ly trude béng proteinaza K. Cu thé, dung dich 2% BSA duoc loc tiét trung
duoc u trong 24 gid véi proteinaza K (100 uL proteinaza K trén 2 ml dung dich BSA, d¢
pH 6,6), duoc cdy (bat dau ODgoo= 0,1) bang moi trudng nudi ciy giai doan tinh C.
necator H16 AphaCAB AH16_A0006-9 duoc phat trién trén fructoza 1%. Méu dbi ching
c6 chtra BSA khong duoc xt ly trude cling duoc chuén bi. Mau tréng 1a mai truong nudi
chy (xem Bang 12 ctia vi du 7) cong 2% BSA, khong c6 chat nudi cdy. Tat ca cac mau
thit duoc chuén bi thanh ba phan twong tng.

Nhu dugc thé hién trong Hinh 2, su phat trién ctia Cupriavidus necator H16 AphaCAB
AH16 A0006-9 tang 1én khi méi trudong giau protein BSA duge xu ly trude bang proteinaza
K.

41



43279 42/45
YEU CAU BAO HO

1. Thirc an hodc phu gia thirc an bao gbm it nhat tir 10% dén 30% chung Cupriavidus
necator H16 dugc tao ra dé 1am giam hogc loai bo su san xuét poly (3-hydroxybutyrat)
(PHB) bang cach sir dung trao dbi alen (AphaCAB) va thurc an gia cam.

2. Phuong phép cai thién kha nang séng sot ciia vat nudi hodc dong vat thiy sinh, phuong
phéap nay bao gdm cho dong vat nay &n thirc &n hodc phu gia thirc dn theo diém 1.
3. Phuong phéap lam gidm céc phé phdm tir cac hoat dong thuong mai, phwong phap nay
bao gom:

nudi dudng sinh vat ban dAu c6 kha ning san xuét poly (3-hydroxybutyrate) (PHB)
trong cac phé pham, trong d6 sinh vat nay bi suy giam va/hodc khong sin xuat PHB,
trong d6 sinh vat nay khong chira axit nucleic ngoai sinh, trong do6 sinh vat nay co it nhét
mot bién d6i ctia mot hodc nhiéu enzym operon phaCAB khong bao gbm su bién ddi
phasin, va trong d6 sinh vat nay l1a Cupriavidus necator;

thu hoach sinh vt nay; va

két hop sinh vat da thu hoach nay vao thirc dn hodc phu gia thirc dn theo diém 1.
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