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Linh vuc k§ thuit dwoc dé cap

Séng ché dé cap dén phuong phap san xudt protein bang cach st dung vi
sinh vat.
Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

NAm soi san xuét xenlulaza va xylanaza khac nhau, va thu hut sy ch y vi
ndm phan hiy polysaccarit thuc vat. Cu thé 13, Trichoderma c6 kha ning san
xuét xenlulaza va xylanaza cuing mdt ltic véi 36 luong 16, va dang dugc nghién
ctru lam vi sinh vét dé san xudt enzym phén hiy sinh khéi trén co sé xenlulaza.

Trong qué trinh nudi cdy vi sinh vat, glucoza trudc day thudng dugc su
dung lam ngudn cacbon. Tuy nhién, khi c6 glucoza, co ché kiém soat duoc goi
14 e ché di héa gdy ra su giam hoac bao hoa nang suét chét cta vi sinh vat. Céc
yéu tb phién ma mién rong CreA, CreB, CreC, CreD va cac yéu tb tuong tu da
duoc bao cao la lién quan dén qua trinh rc ché dj hoa cua nam soi chéng han
nhu Aspergillus (Tai liéu séng ché 1). Cé thé didu chinh su e ché di hoa cla
Aspergillus bang cach kiém soat cac yéu t6 phién ma nay, nhung van chua thu
duoc két qua xtimg dang. Doi véi Trichoderma, viéc phan tich co ché tc ché di
héa dang duoc tién hanh (Tai lidu sang ché 2 va Tai liéu phi sang ché 1). Tuy
nhién, phén 16n co ché e ché di héa cua Trichoderma van chua r& rang va viéc

tranh Grc ché van chua dat dugc.
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Viéc san xuét protein chéng han nhu enzym boi vi sinh vat ¢6 thé can chit
cam Ung ngoai ngudn cacbon. Vi duy, su biéu hién gen alpha-amylaza cla
Aspergillus oryzae dugc géy ra béi tinh bot, mantoza va tuong tu. Su biéu hién
c4c gen xenlulaza chinh cbhl, cbh2, egll va egl2 cua Trichoderma duoc gay ra
boi xenluloza, xenlobioza va tuong tu (Tai liéu phi sang ché 2). Tinh bot,
mantoza, xenluloza va xenlobioza ¢ thé cling dugc st dung lam ngué)n cacbon
dé nuoi cay. Trong qué trinh san xuat xenlulaza st dung vi sinh vat, xenluloza vi
tinh thé nhu Avicel thuong dugce st dung.

Tai lidu sang ché 3 bdc 10 phuong phap san xut xenlulaza bang vi sinh
vét bang cach st dung licnoxenluloza thay vi xenluloza nguyén chat lam chét
cam Umg. Trong Tai liéu sang ché 3, xenlulaza dugc san xuét bang cach nudi cy
Trichoderma véi glucoza dugc cung cap lam ngudn cacbon va axit phosphoric
hodc nudc amoniac dugc cung cap lam chit diéu chinh @6 pH trong moi trudong
nudi céy chtra vat liéu trén co s& xenluloza. Tai li¢u phi sang ché 3 boc 10 axit
amin duoc san xuét badi Corynebacterium v6i sacarit dugc cung chp nhiéu lan
hodc lién tuc vao mdi truong nudi chy. Tai liéu sang ché 4 va Tai liéu phi sang
ché 4 boc 10 lysin duge san xuAt 1én men béng cach cung cap dung dich hdn hop
glucoza va amoniac cho qué trinh nudi cdy, va bd sung ngudn cacbon va ngudn
nito dong thoi kiém soat gid tri pH, va phuong phap nay lam tang nang suét clia

lysin.



48992 as

Tai liéu sang ché 1: JP-A-2015-39349
Tai liéu sang ché 2: JP-A-11-512930
Tai liéu sang ché 3: US 2008/0199908A
Tai liéu sang ché 4: CN 101967501C
Tai liéu phi sang ché 1: Appl. Environ. Microbiol., 63: 1298-1306 (1997)
Tai liéu phi sang ché 2: Curr. Genomics, 14: 230-249 (2013)
Tai liéu phi sang ché 3: Tap chi Cong nghé sinh hoc, 104: 155-172 (2003)
Tai liéu phi sang ché 4: Tap chi ctia Trung Qudc vé quy trinh k¥ thuat, 11(3):
492-496 (2011)
Ban chat ky thuit ctia sing ché

Sang ché dé xuét phuong phap san xuét protein, trong d6 phuong phap
nay bao gdm nuoi cdy vi sinh vat trong diéu kién cung cip hon hop glucoza va
amoniac.
MO ta vin tat cac hinh vé
Fig. 1 thé hién luong tich lity (A) va luong hang gio (B) cua glucoza dugc cung
cap cho qué trinh nudi céy trong mdi Vi du 1 va Vi du so sanh 2.
Fig. 2 thé hién su thay d6i phu thudc vao thoi gian cua tbc do khudy trong qué
trinh nudi cdy trong mdi Vi du 1 va Vi du so sanh 1 va 2.
Fig. 3 thé hién luong tuong dbi cua protein dugc san xuét trong modi Vi du 1 va
Vi du so sanh 1 va 2. MOdi gia tri 1a gia tri twong ddi so voi lugng protein dugc
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san xudt vao ngdy thir 4 ctia qué trinh nudi cdy trong Vi du so sanh 1, dugc xac
dinh 1a 100%.

Fig. 4 thé hién luong twong d6i ctia protein duoc san xuét trong mdi Vi du 2 va
Vi du so sanh 3. Mbi gi4 tri 12 gié tri twong dbi so véi lugng protein dugc san
xuét trong Vi du so sanh 3, dugc xac dinh la 100%.

Fig. 5 thé hién lugng hang gid cua glucoza duge cung cép cho qué trinh nuoi
cay duogc nudi cdy st dung dung dich nuéc amoniac 5%/glucoza 2,5% trong Vi
du 2.

Fig. 6 thé hién lugng tuong dbi ctia protein dugc san xuét trén mdi ngudn
cacbon dugc st dung trong mdi Vi du 2 va Vi dy so sanh 3. M& gia tri la gid tri
twong dbi so vé&i lugng protein duqc san xudt trong Vi du so sanh 3, dugc xé4c
dinh 1a 100%.

M3 ta chi tiét sang ché

TAt ca céac tai liéu sang ché, tai lidu phi sing ché va cac 4n phdm khac
duoc trich dan & day duge dua vao day béng céch vién dan toan bo.

Nhu dugce st dung ¢ day, "nguoc chidu" va "xudi chiéu" dbi véi gen cod
nghia la nguoc chidu va xudi chiéu theo hudng phién ma ctia gen. Vi dy, "gen
nim xudi chiéu ving khéi dong" c6 nghia la gen hién dién & phia 3’ clia ving
khoi dong trong soi cam giac ADN, va ngugc chiéu ctia gen c6 nghia la ving &
phia 5’ ctia gen trong soi cam giac ADN.
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Nhu duoc st dung & day, "lién két mot cach cb thé hoat dong" gifta ving
khoi dong va gen c6 nghia la ving khoi dong va gen duoc lién két theo cach ma
vung khéi dong co thé gy ra sy phién ma cua gen. Cach thuc hién dbi voi "lién
két mdt cach ¢ thé hoat dong" gifta ving khéi dong va gen da duoc biét 5 boi
ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay.

Nhu duoc st dung & day, "hoat dong cua ving khdi dong" c6 nghia la
hoat ddng thuc déy su biéu hién gen ndm xudi chiéu ving khoi dong, cu thé hon
14 hoat dong thuc diy su chuyén gen nam xudi chiéu ving khoi dong tir ADN
sang mARN.

Nhu dugc st dung & day, thuét ngt "ndi tai" duoc sir dung lién quan dén
cac chire nang, dac tinh va dac diém cua té bao duogc st dung dé chi ra réng cac
chttc nang, dic tinh va dac diém vdn c6 trong t& bao. Nguoc lai, thuat ngit
"ngoai lai" dugc sir dung dé chi cac chic nang, dic tinh va dac diém khéng san
¢6 trong té bao, ma dugc dua vao tir bén ngoai. Vi du, gen hodc polynucleotit
"ngoai lai" 1a gen hodc polynucleotit dugc dua vao té bao tir bén ngoai. Gen
hodc polynucleotit ngoai lai ¢6 thé 1a gen hodc polynucleotit c6 ngudn gbc tir
sinh vat gidng hét loai véi té bao trong d6 gen hodc polynucleotit ngoai lai da
dugc dua vao, hodc gen hodc polynucleotit ¢o ngudn goc tlr sinh vat khac loai

v6i té bao (tic 13, gen hodic polynucleotit khéc loai).
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Nhu duoc st dung & déy, "dong nhét it nhat 90%" lién quan dén trinh tu
axit amin hodc trinh tu nucleotit c6 nghia la dong nhat 90% hoic 16n hon, tbt
hon 14 95% hodc 16n hon, tdt hon nira 14 96% hodc 16n hon, thdm chi t6t hon
nita 1a 97% hodc 16n hon, tham chi tdt hon ntta 1a 98% hodc 16n hon, tham chi
tot hon nita la 99% hodc 16n hon.

Nhu duge st dung & day, dong nhét trinh tu nucleotit va trinh tu axit amin
duogc tinh bang phuong phép Lipman-Pearson (Science, 1985, 227: 1435-1441).
Cu thé, su déng nhat duoc tinh b%mg cach thuc hién phéan tich véi kich thude
don vi dé so sanh (ktup) bang 2 bang cach st dung chuong trinh phén tich twong
dong (Tim kiém su tuong ddng) ctia phan mém xir 1y thong tin gen Genetyx-
Win.

CAn phét trién k¥ thuat nudi cdy hiéu qua va khong dht dé san xuét protein
ching han nhu enzym béi vi sinh vét. Bing cach nudi cdy theo mé trong d6
glucoza dugc cung cAp nhiéu 14n hoic lién tuc cho qua trinh nudi céy, su tc ché
di héa c6 thé bi ngan chan dé cai thién ning suét protein bang vi sinh vat. Tuy
nhién, dugc du doan rang trong qua trinh san xudt protein bang cach nudi céy
theo mé, viéc kiém soat chinh x4c ndng do glucoza trong nudi cdy 1a can thiét vi
qué trinh téng hop protein khong tién hanh day du khi luong glucoza nho, va
mat khac, viéc cung cép lugng 16n glucoza gay ra sy Uc ché dji hoa. Hon nira,
dugc du doan rang do qua trinh san xudt protein bang cach nudi ciy theo mé yéu
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ciu cung cAp ngudn nito ngoai glucoza, can lap dat cac day chuyén cung cép
tuong Gmg dé kiém soat néng d6 glucoza va ngudn nito.

Céc tac gia sang ché di san xuét protein chang han nhu enzym béng cach
tron dung dich nudc amoniac, dugc biét dén voi vai tro 1a nguén nito va chét
diéu chinh d6 pH, véi glucoza trude, va nudi cdy vi sinh vt trong khi cung cAp
hdn hop thu duoc. Két qua 13, trai nguoc véi du doan duge md ta ¢ trén, duge
phat hién ra rang protein co thé duoc san xult v6i ning sudt cao ma khong yéu
cau kiém soat chinh x4c noéng do glucoza va chi st dung mot day chuyén cung
cip. Hon nita, that bat ngd, duge phét hién ra rang phuong phap nay cai thién
hon nita nang sudt protein so v6i phuong phép trong d6 dung dich nudc amoniac
va glucoza dugc cung cAp riéng biét.

Theo sang ché, ning suat protein cia vi sinh vat c6 thé duogc cai thién theo
cach thuc hién thuéin tién. Phuong phap theo sang ché cai thién hon nita ning
suét protein so véi phuong phép trong d6 dung dich nudc amoniac va glucoza
duoc cung cip riéng biét. Hon nita, phuong phap theo sang ché lién quan dén s6
lvong nho day chuyén cung cap, khong yéu cau kiém soat chinh x4c viéc cung
chp, va do d6 lam gidm luong thoi gian, nhan cong va chi phi ding cho viée
nuéi cdy trong khi cai thién ning suét protein so v&i phuong phép trong dé dung

dich nudc amoniac va glucoza dugc cung cap riéng biét.
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Phuong phap san xuét protein theo séng ché bao gdm budc nudi cdy vi
sinh vat trong diéu kién cung cép hdn hop glucoza va amoniac.

Hdn hop glucoza va amoniac 12 hdn hop 1ong dugc chuén bi bang cach
tron glucoza va amoniac. Vi du, hon hop 12 hon hop cda glucoza, amoniac va
dung mdi cta chung (vi du, nudc). Tét hon 13, hdn hop 13 hon hop dugc chuén
bi béng cach trdn glucoza hodc dung dich nude ctia nd, va amoniac, mudi ctia nd
hodc dung dich nudc ctia nd, va nude néu can. T6t hon nita 14, hon hop 13 hdn
hop thu duogc bang cach tron glucoza, va dung dich nuéc amoniac, va nuge néu
can. D& chuén bi hdn hop glucoza va amoniac, glucoza va amoniac ¢6 thé duoc
tron voi ty 1& khéi luong tdt hon 1 tir 0,5 dén 10 : 1, t6t hon nita la tir 2 dén 8 : 1.
Khi ty 1& glucoza qué cao, té bao c6 xu huéng thuc hién sy chuyén tiép tir trang
thai san xuét enzym sang trang thai phat trién, dan dén giam ning sudt enzym.
Mit khac, khi ty 18 glucoza qué thép, luong ngudn cacbon khéng du, va két qua
1a, khéng thé mong doi su cai thién ning sudt enzym. Khi chuan bi hdn hop
glucoza va amoniac, lugng glucoza dugc bd sung vao c6 thé dugc diéu chinh t6t
hon 1 tlr 2 dén 90 g, tdt hon nira 13 tir 5 dén 80 g trén mdi 100 mL hdn hop thu
duoc. Khi luong glucoza duge bd sung vao hdn hgp qué nho, mot lugng 16n hon
hop dugc cung cép vao mdi truong nudi cdy, do do thiét bi nudi cly bi qua tai.
Mit khac, khi luong glucoza dugce bd sung vao hon hop qua 16n, rat kho kiém

soat luong hon hop duoc cung cap cho qué trinh nudi cay. Vi du, hdn hop c6 thé
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dugc chuin bi bang cach tron luong glucoza thich hgp va dung dich nudc
amoniac dé c6 thé dat duoc ty 1 glucoza so véi amoniac dugc md ta & trén
va/hodc luong glucoza duge bd sung vao, hoic co thé duoc chuén bi bang cach
tron mot luong glucoza bt ky va dung dich nudc amoniac, va sau d6 pha lodng
hdn hop thu dugce véi nude mot cach thich hop dé c6 thé dat ty 1é glucoza so voi
amoniac dugc mo ta ¢ trén va/hodc lugng glucoza dugc bd sung vao.

P6 pH ctia hon hop glucoza va amoniac & 25°C t5t hon 14 d6 pH kiém, tot
hon nita la 8 hodc 16n hon, tham chi t5t hon 1a 9 hodc 16n hon, tham chi 6t hon
nita 1a 10 hodc 16n hon, va t5t hon 1a 13 hodc nhé hon. T6t hon 13, 46 pH cta
hén hop dugce didu chinh nim trong pham vi dugc md t& & trén bang cach su
dung chét diéu chinh d6 pH chéng han nhu chét kiém néu can. 6 pH ciia hon
hop c6 thé dugc do bang céch st dung may do do pH thong thuong. Vi duy, st
dung dién cuc han phtc hop do d6 pH (vi du, Ground Glass Sleeve Type do
HORIBA, Ltd. san xuét) duoc két ndi véi may do d6 pH (pH/Ion Meter F-52 do
HORIBA Ltd. san xuét). Dung dich nuéc kali clorua bdo hoa (3,33 mol/L) duoc
str dung 1am chét 1ong bén trong dién cuc pH. Phép do dugce thyc hién ¢ 25°C.
Tt hon 14, hon hop glucoza va amoniac dugc str dung lam chét diéu chinh do
pH tt hon 14 cho nudi cdy.

Hon hop glucoza va amoniac ¢ thé chita thém céc chét khac c6 thé duogc
bd sung mot cach dién hinh vao méi truong nudi céy vi sinh vat. Céc chét khac
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t&t hon 14 céc chét khong 1am suy giam chiic nang diéu chinh do pH cua hon
hop, va céc vi du cua chiing bao g6m mubi hitu co, mubdi vo co, cac chat diéu
chinh d6 pH khac, nguén cacbon va ngudn nito ngoai glucoza va amoniac, chét
hoat dong bé mit, va chét khir bot.

Trong phuong phap theo sang ché, hdn hop glucoza va amoniac dugc
cung cdp cho nudi chy vi sinh vét. Lugng hdn hop duge cung cap vao moi
trudng nudi cdy tét hon 1a 8 g/gid hodc nho hon, tot hon nita 12 6 g/gid hodc nhd
hon, tham chi t8t hon nita 13 tir 0,05 dén 8 g/gid, tham chi t6t hon nita 1a tr 0,1
dén 6 g/gid trén moi lit (L) moi trudng nudi cdy ban dau (moéi trudng nuodi ciy
khong duoc cung cap hdn hop) xét vé luong glucoza dugce bd sung vao hén hop.
Khi luong glucoza dugc cung cép 16n, Gc ché di hoa co thé xay ra. Mat khac,
lugng hdn hop (toan bd) duge cung cap vao moi trudng nudi cly c6 thé dugc
didu chinh thich hop theo ham lugng glucoza hoac amoniac, hodc do pH cua
moi truong nudi céy nhu dugc mo ta bén dudi, va khéng bi gidi han dic biét. Tu
quan diém vé hiéu qua kinh té, luong hdn hop (toan bd) duge cung clp c6 thé
duoc didu chinh t6i khoang tir 0,1 dén 10 g/gid, t6t hon 14 khoang tir 0,3 dén 8
g/gid trén moi lit (L) moi trudng nudi chy ban dau.

Tét hon 13, d6 pH clia moi trudong nudi cdy dugc diéu chinh bang cach
cung cap hdn hop glucoza va amoniac vao nudi cdy vi sinh vit theo phuong
phép cla sang ché. Trong trudong hop nay, lugng hdn hop duge cung cap va thoi
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gian cung cap hdn hop phu thudc vao d6 pH clia méi trudng nudi cdy ma hén
hop dugc cung cip. Thich hgp, mdi trudong nudi cdy ban dau c6 do pH xac dinh
truéc duge chudn bi theo cach thyc hién thong thuong, tiép theo 1a nuoi cly
trong khi hon hgp glucoza va amoniac duge cung cap theo cach nhu vay sao cho
moi truong nuodi cdy sau khi dugc cung clp duy tri gid tri pH x4c dinh trudc.
Trong khi tot hon 13 chi st dung hon hop glucoza va amoniac dé diéu chinh do
pH ctia mdi truong nudi cdy trong qud trinh nubi cly, co thé s dung két hop
chét didu chinh do pH khac. Viée do do pH cta mbi trudng nudi cdy va kiem
soat lvong dugc cung cép dua trén gia tri d6 pH cé thé duoc thuc hién béng cach
stt dung binh 1&n men co s&n trén thi truong hodc tuong ty. PO pH cta moi
truomg nudi cdy c6 thé dugc thiét 1ap téi gié tri thich hop thy theo loai sinh vat
va loai protein dugc san xuét. Vi du, khi vi sinh vat 1a ndm soi, moi trudng nudi
chy duoc duy tri & do pH t6t hon 1a tir 3 dén 7, t0t hon nita 1 tir 3,5 dén 6. N6i
chung, d6 pH cua mdi trudng nudi céy c6 thé dugc do bé“mg dién cuc duoc cung
cép trong binh 1én men. Thich hop, d6 pH ctia moéi truong nudi cdy theo sang
ché 14 gia tri duge do bing cam bién pH chéng han nhu Dién cuc pH co thé hap
tiét trung F-635 (Broadley-James Corp) hodc cam bién pH 405-DPAS-SC-K8S
(METTLER TOLEDO) ¢ nhiét d6 méi truong nudi chy 28°C.

Theo séng ché, moi trudng nudi chy ban dau dugc s dung dé nuéi cly vi
sinh vat (moi truong nudi cdy ma hon hop glucoza va amoniac khong dugc cung
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cap) co thé 14 moi truong nudi ciy thuong duge st dung dé nudi cdy vi sinh vat.
Vi dy, moi truong nuoi cdy ban dau c6 thé chira cdc thanh phan khac nhau
thuong cé trong mdi truong nudi cdy vi sinh vat, chéng han nhu ngudn cacbon,
ngudn nito, cac mudi kim loai chidng han nhu mudi magie, mudi kém, sulfat,
phosphat, chit diéu chinh do pH, chit hoat dong bé mit va chit khu bot. Ché
pham gdm céc thanh phan trong mdi truong nudi cly cb thé duoc chon thich
hop. Méi truong nudi chy ban dau co thé 1a bat ky trong s6 mdi trudng nudi cly
téng hop, mdi trudng nudi cdy tu nhién va mdi truong nudi ciy ban téng hop,
hodc ¢6 thé 13 méi truong nudi cly c6 san trén thi truong. Moi truong nudi chy
ban dAu t6t hon 1a méi trudng nudi cay 16ng.

T4t hon 13, vi sinh vat dugc nuoi céy v4i sy hién dién cua chét gay ra sy
bidu hién gen ma héa protein dich theo phuong phap cua sang ché. Diéu nay cho
phép nang cao hon nira nang sut protein dich. Cu thé hon, mdi trudng nudi cy
vi sinh véat co thé chira chét cam ung. Vi du, chit cam tng cé thé duoc chua
trong moi truong nuoi cdy ban dAu, duoc cung cap cho nuéi cdy, hodc vira dugc
chra vira duoc cung cap. Cac vi du dugc uu tién v& chét cam (mg bao gdm
xenluloza va xenlobioza, va mdt hoac ca hai chat c6 thé dugc st dung.
Xenluloza hodc xenlobioza trong mdi trudng nudi céy ¢ thé duoc tidu thu nhu
ngudn cacbon trong khi hoat dong nhu chét cam tmg. Nong do xenluloza hodc
xenlobioza trong méi truong nuoi chy t6t hon 1a tir 1 dén 15% khdi luong/thé
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tich dudi dang téng néng dd xenluloza va xenlobioza. Vi du, khi xenluloza hoac
xenlobioza dugc bd sung vao méi trudng nudi cdy ban dau, ndéng d6 xenluloza
hodc xenlobioza trong méi truong nudi ciy ban dau t6t hon 1a tir 1 dén 15% khéi
luong/ thé tich dudi dang tdng ndng d6 xenluloza va xenlobioza. Pugc biét rang
su biéu hién gen xenlulaza ctia ndm soi chang han nhu Trichoderma dugc gay ra
boi xenluloza, xenlobioza hodc tuong tu, va Gc ché di hoa duge gdy ra boi
glucoza (Tai liéu sang ché 2 va Tai lidu phi sang ché 1 va 2). Do d6, phuong
phap theo sang ché st dung chit cam tmg mot cach thich hop dé san xuét
xenlulaza bang nam soi.

Ngoai ra, gen mé hoa protein dich duoc lién két v6i ving khéi dong duoc
gdy ra boi xenluloza hodc xenlobioza, chiang han nhu ving khéi dong ctia gen
ma hoa xenlulaza ctia nidm soi (duoc goi 12 ving khéi dong gen xenlulaza ctia
ndm soi), nhd d6 biéu hién gen cua protein dich co thé dugc giy ra boi
xenluloza hodc xenlobioza. Do do, theo phuong 4n uu tién cia phuong phéap
theo sang ché, vi sinh vat dugc nuoi céy v61 su hién dién cua it nhat mot loai
duoc chon tir nhom bao gém xenluloza va xenlobioza, vi sinh vat chira viung
khéi ddng duoc gy ra bdi xenluloza hodc xenlobioza, va gen ma hoa protein
dich duoc lién két hoat dong xudi chiéu ving khai dong.

Céc vi du vé vung khéi dong duge gay ra béi xenluloza hodc xenlobioza
bao gdm vung khéi dong cua gen xenlulaza hodc gen xylanaza clia nam soi. Cac
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vi du vé& ving khoi dong clia gen xenlulaza cia nidm soi bao gdbm ving khéi
dong cua gen xenlulaza cua naAm Trichoderma, va cac vi du dugc uu tién cua
chung bao gbm ving khoi dong cua gen xenlulaza cta Trichoderma reesei bao
gém trinh tu nucleotit SEQ ID NO: 1 hodc 2. Céc vi du veé vung khoi dong cua
gen xylanaza cua nim soi bao gém ving khoi dong cua gen xylanaza cia nam
Trichoderma, va céc vi du duogc uu tién ctia ching bao gbm vung khéi dong clia
gen xylanaza ctia Trichoderma reesei ¢6 trinh tu nucleotit SEQ ID NO: 3. Cac vi
du thém nira vé& ving khai dong duoc giy ra boi xenluloza hodc xenlobioza bao
gdm polynucleotit bao gdm trinh ty nucleotit c6 su ddng nhét it nhét 90% so véi
trinh tu nucleotit bat ky trong sb céc trinh tw nucleotit SEQ ID NO: 1 dén 3 va
c6 hoat dong vung khéi dong duge giy ra boi xenluloza hodc xenlobioza.

Ving khoi dong c6 thé 1a ving khéi dong ndi tai v6i vi sinh vat duge nubi
cdy theo phuong phéap cua sédng ché, hodc ving khoi dong ngoai lai duoc dua
vao vi sinh vat. Lién két ctia ving khéi dong nhu vAy v6i gen ma hoa protein
dich c6 thé duoc thuc hién theo cach thuc hién da biét chéng han nhu phuong
phap enzym gii han hodc phuong phap tai t6 hop tuong dong. Vi dy, vecto
hodc doan ADN c6 polynucleotit chita gen ma hoa protein dich dugc dua vao té
bao vi sinh vat, va polynucleotit duoc két hop xudi chiéu ving khéi dong dich
trong bd gen, nhd d6 ving khoi dong va gen mé héa protein dich dugce lién két
hoat ddng trén bd gen. Ngoai ra, vecto hodc doan ADN c6 trinh tu vung khoi
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dong va polynucleotit chira gen ma hoa protein dich dugc lién két xudi chidu
trinh tu ving khoi dong co6 thé duoc ciu tao, va duoc dua vao té bao vi sinh vat.
Néu cin, vecto hodc doan ADN ¢6 thé ¢c6 thém céac d4u hiéu chon loc chéng han
nhu gen khang thudc khang sinh va gen lién quan dén hién tuong dinh dudng
thu dong.

Vecto ¢6 thé 1a vecto ¢6 kha ning ty ting 1én nhiéu va sao chép bén ngoai
nhidm sic thé chang han nhu plasmit, hodc ¢6 thé 1a vecto duoc két hop trong
nhiém sic thé. Loai vecto dugce uu tién phu thudc vao loai vi sinh vt ma vecto
dugc dua vao. Cac vi du dugc vu tién vé vecto ddi voi nAm soi bao gém, nhung
khéng gi6i han &, plasmit chira AMA1 hoat dong nhu yéu t6 tu sao chép & vi
sinh Yét Aspergillus.

Dé dua vecto hodc doan ADN vao vi sinh vét, co thé st dung phuong
phép bién nap téng quat, chéng han nhu phuong phép dién di, phuong phéap bién
nap, phuong phap chuyén nap, phuong phép lién hop, phuong phap nguyén sinh
chét, phuong phép sting hat hodc phuong phép vi khuan nong.

Vi sinh vat c6 vecto dich hodc doan ADN duogc dua vao trong do co thé
duoc chon béng cach st dung diém danh du su lua chon. Vi duy, khi dAu hiéu
lya chon la gen khang thubc khang sinh, vi sinh vét c6 vecto dich hodc doan
ADN duoc dua vao trong do co thé duoc chon bang cach nudi chy vi sinh vat
trong moi trudng nudi cly chira khdng sinh. Vi du, khi diém dénh dau su lua
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chon la gen lién quan dén hién tuong dinh dudng thu dong chéng han nhu gen
lién quan dén tong hop axit amin hodc gen lién quan dén tong hop bazo, gen nay
duoc dua vao vat chi c6 hién tuong dinh dudng thu dong, tiép theo béng cach
str dung su ton tai hodc khong tOn tai cta hién tugng dinh duéﬁg thu dong nhu
mot chi s6 dé tir d6 chon vi sinh vt cé vecto dich hodc doan ADN duoc dua vao
trong d6. Ngoai ra, trinh tu ADN cua vi sinh vat c6 thé duoc kiém tra béng PCR
hoac tuong tu dé x4c nhén viéc dua vao vecto dich hoac doan ADN.

Gen mi hoda protein dich, duoc lién két voi vung khéi dong, c6 thé duoc
lién két v6i peptit tin hiéu kich thich bai tiét. Do lién két véi peptit tin hiéu kich
thich bai tiét, protein dich dugc biéu hién duoc tiét ra bén ngoai té bao, va do d6
protein dich co thé duoc phan lap tir dich ndi nuodi cdy ma khdng phd huy té bao
vi sinh vat. Céc vi du vé peptit tin hiéu kich thich bai tiét bao gdm peptit tin hiéu
¢6 ngudn goc tir xenlobiohydrolaza 1 cua Trichoderma reesei, alpha-amylaza
cla Aspergillus oryzae, glucoamylaza ctia Rhizopus oryzae hodc yéu t alpha
cua Saccharomyces cerevisiae.

Céc vi du vé protein dich dugc san xuét bang phuong phép theo séng ché
bao gém oxidoreductaza, transferaza, hydrolaza, lyaza, isomeraza, ligaza hodc
synthetaza, enzym tiéu dudng, lactat synthetaza (LDH v.v..), enzym chu trinh
axit tricarboxylic (TCA). Protein dich c6 thé 14 protein ndi tai d6i v6i vi sinh vat
duoc nudi cdy bang phuong phép theo sang ché, hodc ¢6 thé 1a protein ngoai lai.
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Céc vi du dugc uu tién vé protein dich bao gbm cac enzym lién quan dén qué
trinh phan hiy sinh khéi hodic dudng héa sinh khdi. Cac vi du vé enzym lién
quan dén qué trinh phan huy sinh khéi hodc duong héa sinh khéi bao gdém
xenlulaza (vi du, P-endoglucanaza, xenlobiohydrolaza va [-glucosidaza),
hemixenlulaza (vi du, endoxylanaza, pB-xylosidaza, arabinofuranosidaza,
glucuronidaza, axetylxylan esteraza, mannanaza, -mannosidaza va esteraza axit
ferulic), va xylanaza. Trong s6 nay, xenlulaza duge vu tién. Enzym lién quan
dén qué trinh phan hty sinh khéi hodc dudong hoa sinh khéi t6t hon 14 enzym c6
ngudn goc tir nAm soi, tot hon nita 1a enzym c6 ngudn goc tir nam Trichoderma.
Céc vi du vé vi sinh vat dugc nudi cdy theo phuong phap cla sang ché bao
gé)m vi khuén, nAm men va nim soi. Trong s6 nay, nam soi dugc wu tién. Céc vi
du v& ném soi bao g6m Acremonium, Aspergillus, Aureobasidium, Bjerkandera,
Ceriporiopsis, Chrysosporium, Coprinus, Coriolus, Cryptococcus, Filibasidium,
Fusarium, Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix,
Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, Phanerochaete, Phlebia, Piromyces,
Pleurotus, Rhizopus, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia,
Tolypocladium, Trametes va Trichoderma. Trong s6 nay, Acremonium,
Aspergillus, Chrysosporium, Fusarium, Humicola, Myceliophthora, Neurospora,
Penicillium, Piromyces, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia va Trichoderma
dugc wu tién, va Trichoderma dugc uu tién hon. La nadm Trichoderma,
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Trichoderma reesei va cic bién thé cua ching duoc uu tién. Céc vi du vé
Trichoderma reesei va cc bién thé cta chiung bao gém ching Trichoderma
reesei QM9414 va cac bién thé ctia chung.

Céac diéu kién nudi céy vi sinh vat theo sang ché c6 thé duoc x4c dinh mot
cach thich hop theo thong thudng tiy thudce vao loai vi sinh vat va quy mé nudi
cay.

Sau do, protein dich dugc thu thdp tir qué trinh nudi cdy. Khi protein nay
duoc tiét ra trong dich ndi nuodi céy, protein co thé duoc thu thap tir dich ndi
nudi cay. Khi protein dugc chta trong céc té bao, cac té bao bi pha hiy, va phan
chira protein dugc chiét xuét, va s dung dé thu thap protein. Protein c6 thé
dugc thu thdp bang phuong phép thuong duge st dung trong linh vuc nay,
chéng han nhu gan, tich mang, ly tAm, thAm tach bang dién, st dung nhya trao
dbi ion, chung cét, tach mubi hodc su két hop cac phuong phap dé. Protein dich
duoc thu thap co thé duogc phan 1ap hodc tinh ché thém.

Khi protein dich dugc tiét ra trong dich ndi nuodi cdy, vi sinh vat dugc st
dung dé san xuét protein theo sang ché ¢6 thé duogc str dung nhiéu lan. Nghia la,
c4c té bao vi sinh vat dugc tach ra khoi dich ndi nudi céy duoc thu thap, gieo lai
vao mdi truong nudi cdy ban dAu, va nudi cdy trong khi hdn hop glucoza va

amoniac duoc cung cap, nho d6 protein dich c6 thé duge san xuat lai.
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Phuong phap san xuét protein theo sing ché c6 thé 12 phuong phap theo
mé trong do6 viéc nudi cdy vi sinh vat duoc luan phién voi viée thu thép protein
duoc tich 1y trong qua trinh nu6i cdy va thay thé mdi trudng nudi ciy, hodc
phuong phap ban lién tuc hodc lién tuc trong d6 vi¢c nudi cAy vi sinh vat va thu
thap protein dugc thyuc hién song song trong khi vi sinh vat va moi truong nudi
cay duogc thay thé mot phan khong lién tuc hodc lién tuc.

Nhu cac phuong an minh hoa cua sang ché, cac chét, phuong phap san
xuét, cach str dung, phuwong phap va tuong tu sau dugc boc 10 & day. Can luu ¥
rang sang ché khong bi giéi han & cac phuong 4n nay.

(1) Phuong phap san xuét protein, trong d6 phuong phap nay bao gbm
budc nudi ciy vi sinh vat trong didu kién cung cip hon hop glucoza va amoniac.

(2) Phuong phap theo diém (1), trong do t5t hon 13, viéc nudi cdy duoc
thuc hién véi su hién dién cua it nhat mot loai dugc chon tir nhom bao gém
xenluloza va xenlobioza.

(3) Phuong phép theo diém (2), trong d6 t6t hon 13, vi sinh vat chira ving
khoi dong cam tmg xenluloza hodc ving khoi dong cam mg xenlobioza, va

vung khdi dong:

tot hon 14 ving khai dong gen xenlulaza cta nim soi hodc vung khéi dong

gen xylanaza cua nam soi,

tot hon nita 1a viung khéi dong gen xenlulaza cua nam Trichoderma hoic
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vung khoi ddng gen xylanaza cua nam Trichoderma.

(4) Phuong phép theo diém (3), trong do t6t hon 13, gen ma hoa protein
duoc lién két xudi chidu ving khéi dong.

(5) Phuong phap theo diém (4), trong d6 tdt hon 13, ving khéi dong la
vung khoi dong gen xenlulaza cua nam soi, va protein 1a enzym.

(6) Phuong phap theo diém (4) hogc (5), trong d6 ot hon 1a protein
enzym, tot hon 1a enzym lién quan dén qué trinh phan huy sinh khéi hodc duong
héa sinh khoi, t6t hon nita 1a xenlulaza, va

enzym lién quan dén qué trinh phan hiy sinh khédi hodc duong hoa sinh
khéi tt hon 13 enzym c6 ngudn gbc tir ndm soi, t6t hon nita 13 enzym c6 ngudn
gbe tur nim Trichoderma, thAm chi tot hon nita 1a xenlulaza c6 ngudn gbe tir
nAm soi, tham chi tot hon nita 1 xenlulaza c6 ngudn goe tlr nam Trichoderma.

(7) Phuong phép theo diém bat ky trong sd cac diém tur (1) dén (6), trong
d6 hon hop duge cung chp véi luong t6t hon 1a 8 g/gid hodc nhd hon, t6t hon
nita 1 6 g/gid hodc nho hon, tham chi tt hon nita 1a tir 0,05 dén 8 g/gio, tham
chi t&t hon nita 12 tir 0,1 dén 6 g/gid trén mdi it (L) moi trudng nudi chy ban dau
xét vé luong glucoza dugc bd sung vao hon hop.

(8) Phuong phép theo diém bat ky trong s céc diém tir (1) dén (7), trong
d6 bing cach cung cap hdn hop, do pH ctia m6i truong nudi cdy duoc diéu chinh
tt hon 1 tir 3 dén 7, t6t hon nira 1a tir 3,5 dén 6.
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(9) Phuong phap theo diém bét ky trong s6 cac diem tir (1) dén (8), trong
d6 hdn hop chira glucoza va amoniac ¢ ty 1€ khéi lugng tot hon la tr 0,5 dén
10: 1, tot honniralatir2 dén 8 : 1.

(10) Phuong phép theo diém bat ky trong sb cac didm tir (1) dén (9), trong
d6 t6t hon 13, hdn hop chira glucoza voi lugng tir 2 dén 90 g trén mdi 100 mL.

(11) Phuong phap theo diém bét ky trong s6 céc diém tir (1) dén (10),
trong d6 do pH cua hdn hop tét hon 1a do pH kiém, tt hon nita 1a 8 hodc 16n
hon, thim chi tét hon nita 12 9 hodc 16n hon, tham chi t&t hon nita 1a 10 hodc 16n
hon, va t6t hon 14 13 hodc nh6 hon & 25°C.

(12) Phuong phép theo diém bat ky trong sb cac diém tir (1) dén (11),
trong do vi sinh vat t5t hon 12 ndm soi.

(13) Phuong phép theo diém (12), trong do ndm soi t6t hon 1a ném
Trichoderma.

(14) Phuong phép theo diém (13), trong dd nam Trichoderma t6t hon 1a
Trichoderma reesei.

(15) Phuong phéap theo didm bat ky trong sé cac diém tir (2) dén (12),
trong d6 vi sinh vat t5t hon 12 ndm soi, va protein t5t hon 1a enzym lién quan dén
qué trinh phén huy sinh khdi hodc glycosyl hoa sinh khdi, va tot hon nita 13

xenlulaza.
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(16) Phuong phép theo diém (15), trong dé nAm soi t6t hon 13 ndm
Trichoderma.

(17) Phuong phéap theo diém (16), trong d6 nim Trichoderma t6t hon 13
Trichoderma reesei.

(18) Phuong phép theo diém bat ky trong sb céc diém tir (2) dén (17),
trong d6 ndéng do xenluloza hodc xenlobioza trong méi truong nudi cdy t6t hon
13t 1 dén 15% khdi lugng/thé tich dudi dang tong nong dd xenluloza va
xenlobioza.

(19) Phuong phap theo didm bét ky trong sb céc diém tur (1) d&én (18),
trong d6 tot hon 13, phuong phép nay con bao gdm budc thu thap protein tr qua
trinh nudi cdy vi sinh vat.

(20) Phuong phap theo diém bat ky trong sd cac diém tir (1) dén (19),
trong d6 t6t hon 13, phuong phép nay bao gbdm bude chuén bi hon hop glucoza
va amoniac hodc mudi cta ching, va cung cép hdn hop da chuin bi vao moi
trudng nudi cdy.

Vi du thwe hién sang ché

Sau day, sang ché s& duoc md ta chi tiét hon trén co sé cac Vi du, ma
khong nén dugc hiéu 13 han ché sang ché. Trong cac vi du bén dudi, "%" co
nghia 13 "% khéi luong/thé tich" trir khi ¢6 quy dinh khéc. D6 pH cua moi dung
dich nuéc amoniac va dung dich nudc amoniac/glucoza dugc do ¢ 25°C béng
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may do do pH (pH/Ton F-52 Meter cia HORIBA Ltd.) dugc két ndi véi dién cuc
han phtrc hop do d6 pH (Ground Glass Sleeve Type cia HORIBA, Ltd.) (chét
16ng bén trong dién cuc pH: dung dich nudc kali clorua bao hoa (3,33 mol/L)).
D6 pH cua moi trudong nudi chy dugc do bang cam bién pH ctia Dién cuc pH c6
thé hép tiét tring F-635 (Broadley-James Corp) hoic Cam bién pH 405-DPAS-
SC-K8S (METTLER TOLEDO) dugc cung cép trong binh 1én men.
Vidul

Ching Trichoderma reesei X3AB1 (J. Ind. Microbiol. Biotechnol., 2012,
174: 1-9; sau day, duoc goi 1a ching X3AB1) dugc nudi cdy trong mdi trudng
nudi cay chita xenluloza dé san xudt protein chira xenlulaza. La giai doan tién
nudi cdy, 50 mL mdi trudng nudi chy duoc bd sung vao binh 500 mL, bao tir clia
ching X3AB1 dugc céy 1 x 10° té bao/mL, va viéc nudi céy lic duge thuc hién
& toc dd 220 vong/phut (PRXYg-98R cta PRECI CO., LTD.) ¢ 28°C. Thanh
phin méi truong nudi cdy nhu sau: glucoza 1%, (NHy),SO4 0,14%, KH,POy,
0,2%, CaCl,-2H,0 0,03%, MgSO,-7H,0 0,03%, Pepton Bacto 0,1% (BD Difco),
chiét xuit nAm men Bacto 0,05% (BD Difco), Tween 80 0,1%, nguyén td vi
luong 0,1% va dém tartrat 50 mM (pH 4,0). Thanh phan ctia nguyén t6 vi luong
nhu sau: 6 mg H3;BO3, 26 mg (NH,)sM070,4-4H,0, 100 mg FeCl;-6H,0, 40 mg
CuS0,-5H,0, 8 mg MnCl,-4H,0 va 200 mg ZnCl, dugc pha loéng thanh 100
mL bang nudc cét.
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Qua trinh nudi cdy chinh dugc thuc hién sau 2 ngay tién nudi cdy. Mdi
truong nudi chy ban dau trong qua trinh nudi cdy chinh chira xenluloza bot 10%
(KC FLOCK W100 ctia Nippon Paper Industries Co., Ltd.), va cac thanh phan
moi truong nudi céy khac: (NH4),SO4 0,42%, KH,PO, 0,2%, CaCly2H,0
0,03%, MgSO47H,0 0,03%, Pepton Bacto 0,1%, chiét xudt nAm men Bacto
0,05%, Tween 80 0,1%, nguyén td vi luong 0,1% va chét Chéng ndi bot PE-L
0.2%. Dung dich tién nudi cdy dugc cdy véi lugng 10% (% thé tich/thé tich)
trong binh 1én men thé tich 1 lit BMZ-01KP2 (Biott) chra 500 mL moi truong,
va qua trinh nudi cdy dugc thuc hién trong 4 ngay. Binh 1én men dugc thiét lap
nhu sau: nhiét do: 28°C, tdc do suc khi: 0,5 vvm, pH: 4,5+0,1, va tbe do khuéy:
duoc thay dbi dé duy tri DO = 3,0 ppm. Glucoza dugc hoa tan trong dung dich
nuée amoniac 10%, va dung dich nay duge pha lodng thich hgp dé chuan bi hon
hop glucoza va amoniac (sau ddy, duoc goi la dung dich nudc amoniac
5%/glucoza 20%). Trong qué trinh nuoi cdy, dung dich nudc amoniac
5%/glucoza 20% (pH 11,3) duoc cung cap mot cach thich hop vao dung dich
nudi cdy. Luong dung dich nudc amoniac 5%/glucoza 20% cung cap dugc kiém
so4t sao cho do pH cta dung dich nudi cay duoc duy tri trong pham vi x4c dinh
trudc duge mo ta o trén.

Vi du so sanh 1
Vi sinh vat duoc nudi cay theo cach gidng nhu trong Vi du 1 ngoai trir
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viéc thay vi dung dich nuéc amoniac 5%/glucoza 20%, dung dich nudc amoniac

5% (pH 12,3) dugc cung cép.

Vi du so sanh 2

Vi sinh vat duoc nudi cdy theo cach giéng nhu trong Vi du 1 ngoai trir

viéc thay vi dung dich nuéc amoniac 5%/glucoza 20%, dung dich nuGc amoniac

10% (pH 12,7) dugc cung cap dé didu chinh d6 pH, va dung dich nudc glucoza

40% duoc cung cap tir day chuyén cung cap khéc trong céac diéu kién nhu dugc

thé hién trong Bang 1.

Bang 1

Thoti gian nudi cay

Luong cung cp

(gio) (g/L mdi truong nudi chy ban dau/gio)
0-6 0
6-9 0,05

9-12 0,1

12-15 0,15

15-20 0,25

20-22 0,3
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22-25 0,4
25-27 0,45
27-31 0,5
31-39 0,6
39-46 0,5
46-56 0,45
56-60 0,4
60-61 0,3
61-62 0,15
62-65 0,1
65-69 0,05

Thir nghiém 1: Luong glucoza dugc cung cap

26/43

Trong lugng ctia dung dich nu6e amoniac 5%/glucoza 20% (pH 11,3) va

dung dich nudc glucoza 40% dugc cung cap vao dung dich nudi cdy trong mdi

Vidu 1 va Vi du so sanh 2 dugc theo doi bang can dién tir. Trong lugng glucoza

duoc cung cip vao dung dich nuéi cdy duoc tinh tir ham lugng glucoza dugc
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chtra trong dung dich nuée va trong luong riéng ctia dung dich nude. Fig. 1A thé
hién luong tich Iy cua glucoza dugc cung cép vao dung dich nudi cay va Fig.
1B thé hién su thay ddi phu thudc vao thoi gian cta lugng glucoza duge cung
cap hang gid vao dung dich nudi cdy trong mdi Vi du 1 va Vi du so sanh 2.
Luong tich Ifly cling nhu luong glucoza dugc cung cap hang gid trong Vi du 1
va Vi du so sanh 2 vé co ban 13 theo cling mot dudng cong.
Tht nghiém 2: Hanh vi khudy

Fig. 2 thé hién su thay d6i phu thudc vao thoi gian vé tbe do khudy cua
binh 1én men trong mdi Vi du 1 va Vi du so sanh 1 va 2. Vi tdc do khudy duoc
thiét 1ap dé thay dbi sao cho DO = 3,0 ppm dugc duy tri, su thay d6i toe do
khudy vé co ban tuong tng v6i sy thay d6i nhu cdu oxy trong qué trinh nudi cdy.
So v6i Vi du so sanh 1, tc d6 khudy c6 xu huéng ting trong Vi du so sanh 2, va
tbc do khudy c6 xu hudéng giam trong Vi du 1. Thuc té nay chi ra rang khi hon
hop glucoza va amoniac dugc cung cép, mot sd hién tugng da xay ra lam giam
toc do khuéy (nhu cdu oxy) so véi trudng hop glucoza va amoniac dugc cung
cap riéng biét.
Tht nghiém 3: Lugng protein dugc san xuét

Dung dich nudi cdy thu duoc trong Vi du 1 va Vi du so sanh 1 va 2 dugc
ly tam. Sau do, cac t& bao ndm dugc tach ra khoi dich ndi béng bo loc mang
25CS020AN (Advantech). Nong do protein trong dich ndi duoc do bang phuong
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phap Bradford. Nong do protein cia dich ndi dugc tinh trén co sé duong chuan
véi y-globulin bo lam protein chuan bing cach st dung Quick Start Protein
Assay (BioRad) dua trén phuong phap Bradford, va ndng do protein duge xac
dinh la lugng protein dugc san xuét. F ig. 3 thé hién luong tuong dbi cua protein
duoc san xuét vao ngdy thir 3 va ngay thtt 4 clia qua trinh nudi cdy trong Vi du 1
va Vi du so sanh 1 va 2 so véi lugng protein dugc san xuét vao ngay thir 4 cla
qua trinh nuoi céy trong Vi du so sanh 1, dugc xac dinh 1a 100%. Trong Vidy 1,
ning suét cao hon ning suét trong Vi du so sanh 1 & ca ngdy tht 3 va ngay tha 4
cla qué trinh nudi cdy. Trong Vi du so sanh 2, ning sudt thdp hon ning suét
trong Vi du so sénh 1. Thuc té nay cho thiy rang khi cung cap hdon hop glucoza
va amoniac, nang suét protein duogc cai thién so véi trudng hop khong cung cap
glucoza, hodc cung cap glucoza va amoniac riéng biét voi lugng nhu nhau. Hon
nita, so sanh v6i Vi du so sanh 2 chi ra rf?mg quan trong la tron glucoza va
amoniac trude khi cung cp.
Vidu?2

Bang cach st dung ching Trichoderma reesei X3ABI, protein chira
xenlulaza duoc san xuét theo cach giéng nhu trong Vi du 1. Cac té bao duoc
nudi cdy trude trong 2 ngdy theo cach gidng nhu trong Vi du 1, tiép theo thuc
hién nudi cdy chinh. Méi trudng nudi cay ban dau duoc st dung trong nudi céy
chinh giéng hét méi trudng nudi ciy trong Vi du 1. Dung dich tién nudi ciy
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duge cAy véi luong 10% (% thé tich/thé tich) trong binh 1én men thé tich 250
mL BJR-25NA1S-8M (Biott) chtra 100 mL mdi trudng nudi cdy ban dau. Viéc
1ap d3t binh 1én men giéng nhu trong Vi du 1. Glucoza dugc hoa tan trong dung
dich nuéc ammoniac 10%, va dung dich nay dugc pha lo2ng thich hop dé chudn
bi hdn hop ¢6 ndéng dd glucoza va amoniac khac nhau. Hon hop glucoza va
ammoniac dugc chudn bi nhu sau va hdn hop nay c6 do pH tu 10,9 dén 11,9:
dung dich nudc amoniac 5%/glucoza 2,5% (sau day goi la SN2,5G), dung dich
nudc amoniac 5%/glucoza 5% (sau day goi la SN5G), dung dich nudc amoniac
5%/glucoza 10% (sau day goi la 5N10G), dung dich nudc amoniac 5%/glucoza
20% (sau day goi la 5N20G), dung dich nudc amoniac 5%/glucoza 30% (sau
day goi 1a 5N30G), dung dich nudc amoniac 5%/glucoza 40% (sau day goi la
5N40G) va dung dich nudc amoniac 5%/glucoza 50% (sau day goi la SN50G).
Céac hon hop glucoza va ammoniac nay duge cung cép vao dung dich nudi ciy
mot cach thich hop trong qué trinh nudi cdy. Luong hdn hop glucoza va amoniac
cung cap duoc kiém soat sao cho do pH ctia dung dich nu6i cay duoc duy tri
trong pham vi xac dinh trudc duge mo ta ¢ trén. Qua trinh nuoi céy duoc két
thuc vao thoi diém khi d6 pH ctia dung dich nudi cay vuot qué 5,5.
Vidu so sanh 3

Vi sinh vat dugc nudi cdy theo cach gidng nhu trong Vi du 2 ngoai trix
viéc thay vi hon hop glucoza va amoniac, dung dich nuGc amoniac 5% dugc
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cung cap.
‘'Thtr nghiém 4: Lugng protein dugc san xuét

Nong dé protein trong diéh ndi tir nudi cdy & cudi qua trinh nuodi cdy, thu
duoc trong mdi Vi du 2 va Vi du so sénh 3 dugce do béng phuong phap Bradford
nhu trong Thi nghiém 3. Fig. 4 thé hién luong twong ddi cta protein duoc san
xuét trong Vi du 2 so véi lugng protein dugc san xuét trong Vi du so sanh 3,
duogc xac dinh 1a 100%. Trong Vi du 2, nang suét cao hon ning sudt trong Vi du
so sénh 3 khi nuéi cy st dung hon hop cua nodng d6 glucoza va amoniac bét ky.

Fig. 5 thé hién su thay ddi phu thudc vao thoi gian cua luong glucoza
duoge cung cdp hang gid vao mdi truong nudi cay str dung 5N2,5G trong Vi du 2.
Luong glucoza dugc cung cap hang gid vao moi trudng nudi chy v6i 5N2,5G rat
nho so vai trong Vi du 1. Luong protein dugc san xuét trén mdi luong ngudn
cacbon (bot xenluloza va glucoza) dugc st dung dé nudi ciy duoc tinh. Fig. 6
thé hién luong tuong dbi cia protein duge sin xuét trén mdi ngudn cacbon trong
Vi du 2 so v6i lugng protein dugc san xuét trong Vi du so sanh 3, duoc xac dinh
1a 100%. Luong protein dugc san xuét trén moi ngudn cacbon c6 xu huéng dugce
cai thién tai thoi diém st dung hdn hop glucoza va ammoniac néng do thép, va
giam khi néng do glucoza trong hon hop ting 1én. Do d6, dugc chi ra rang viéc
cai thién ning suit protein bang cach cung cép hén hop glucoza va amoniac 1a
két qua tir viéc cai thién luong protein dugc san xuét trén moi ngué)n cacbon.
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Céc két qua trén cho thay rang viéc cung cap hon hop glucoza va amoniac
¢6 tac dung cai thién khong chi luong protein dugc san xuét trén mdi 1an nudi
céy ma con ca luong protein dugc san xuét trén mdi nguén cacbon duogc st dung,
va viée cung cdp hdn hop ndy c6 hiéu qua ngay ca khi glucoza duge cung clp

v6i luong rat nho 0,1 g/L/gid hodc nhé hon.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap sén xuét protein, trong d6 phuong phap nay bao gbm budc nudi
céy vi sinh vat trong diéu kién cung cép hdn hop glucoza va amoniac, trong do,
trong hon hop, glucoza va amoniac ¢6 ty 1& khdi lugng tir 0,5 dén 10:1.
2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 qué trinh nudi cdy dugc thuc hién véi su
hién dién cua it nhit mot chit duoc chon ti nhéom bao gém xenluloza va
xenlobioza.
3. Phuong phép theo diém 2, trong d6 vi sinh vét chtra ving khéi dong cam Gng
xenluloza hoac ving khoi dong cam tng xenlobioza.
4. Phuong phép theo diém 3, trong d6 gen ma hoa protein dugc lién két xudi
chiéu ving khéi dong.
5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 ving khéi dong 1a ving khoi dong gen
xenlulaza cia nim soi, va protein 1a enzym.
6. Phuong phap theo diém 5, trong d6 protein 1a xenlulaza.
7. Phuong phap theo diém 1, trong d6 hdn hop duge cung cap v6i luong 8 g/gio
hodc nhé hon trén mdi lit mdi trudng nudi cdy ban dau xét vé luong glucoza
dugc bd sung vao hon hop.
8. Phuong phap theo diém 1, trong d6 do pH ctia moi trudng nudi céy duogc diéu
chinh tir 3 dén 7 bang cach cung cap hdn hop.
9. Phuong phap theo diém 1, trong d6 hdn hop chira glucoza véi lugng tir 2 dén
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90 g trén moi 100 mL.

10. Phuong phép theo diém 1, trong d6 hdn hop c6 tinh kiém & 25°C.

11. Phuong phép theo diém 1, trong d6 vi sinh vat 1a nam soi.

12. Phuong phap theo diém 11, trong d6 ndm soi 12 nam Trichoderma.

13. Phuong phap theo didm 12, trong d6 nidm Trichoderma 1a Trichoderma
reesei.

14. Phuong phap theo diém 2, trong d6 protein 12 enzym lién quan dén qua trinh
phén hty sinh khéi hozic dudng héa sinh khi.

15. Phuong phap theo diém 2, trong d6 téng ndng do xenluloza hodc xenlobioza
trong moi trudng nuodi cAy vi sinh vat tur 1 dén 15% khdi lwong/thé tich.

16. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phap nay con bao gbdm budc thu

thap protein tir qua trinh nuoi cAy vi sinh vat.
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