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LOI GIGI THIEU

Thuc hién mot s6 diéu cua Luat Gido duc, B6 Gido duc va Dao tao va Bo
Y t& da ban hanh chuong trinh khung dao tao déi tugng 1a Dudc s§ Dai hoc. B
Y t&€ t6 chtic bién soan tai liéu day — hoc cdc mén co s, chuyén mén va co ban
chuyén nganh theo chuong trinh trén nham ting buée xay dung bod sach chudn
vé chuyén mén dé dam bao chat lugng dao tao nhan luc y té.

Sach “Ky thudt sdn xudt duoc phdm, tdp 2” dugc bién soan dua trén
chuong trinh gido duc cua Truong Dai hoc Dugec Ha Noi trén co s6 chuong
trinh khung da dudgc phé duyét. Sach duge cac nha gido giau kinh nghiém va
tam huyét v6i cong tac dao tao bién soan theo phuong chaAm: Kién thiic co ban,
hé thong; ndi dung chinh xac, khoa hoc; cap nhat cac tién bd khoa hoc, ky
thuat hién dai va thuc tién Viét Nam.

Sach “Ky thudt san xudt duge phéam, tap 2” da duge Hoi dong chuyén
moén tham dinh sach va tai liéu day — hoc chuyén nganh Dugc s§ Dai hoc cta
B6 Y t&€ thaim dinh vao nam 2006. B6 Y t& ban hanh lam tai liéu day — hoc
dat chudn chuyén mén ctia nganh y té trong giai doan 2006-2010. Trong qua
trinh st dung, sach phai dudc chinh 1y, b sung va cap nhat.

Bo Y té& xin chan thanh cdm on cac can bo giang day ¢ Bo moéon Cong
nghiép Dudc cua Truong Dai hoc Duge Ha No6i da gianh nhiéu cong stic hoan
thanh cuén sach nay, cam on GS. Lé Quang Toan va PGS. TS. Hoang Minh
Chau da doc, phan bién dé cudn sach duge hoan chinh, kip thdi phuc vu cho
cong tac dao tao nhan luc y té.

Vi lan dau xuat ban, ching t6i mong nhan dudc ¥ kién déng gép cua
dong nghiép, cac ban sinh vién va cac doc gia dé lan xu4t ban sau dudc hoan
thién hon.
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LGI NOI PAU

Cudn gido trinh "Ky thudt sdn xudt duoec pham" dudc bién soan dé giang
cho sinh vién Dai hoc Dugc vao hoc ky 8 da duge xuat ban lan th nhit ndm
2001, gbm 2 tap. Theo chuong trinh cii, thoi lugng giang day mén hoc nay la
qué it so v6i nhiing kién thtc chung cia Dugc s§ Dai hoc. Dac biét trong tinh
hinh hién nay, sau khi c6 nghi quyét cia B6 Chinh tri (NQ-46/BCT-2005) vé
phat trién nén Céng nghiép Dudc cua d4it nude trong tinh hinh méi, phai vu
tién phat trién cong nghiép san xuit nguyén liéu lam thudc, trong d6 chu
trong Cong nghiép Héa duge va Cong nghé Sinh hoc. Ban chuong trinh nha
truong quyét dinh ting thém modt don vi hoc trinh cho hoc phan "San xuit
thudc biang Cong nghé sinh hoc".

B6 mén da bién soan lai dé xuét ban cudn gido trinh méi gébm 3 tap. Ca
ba tap déu c6 tén chung cta gido trinh: “KY THUAT SAN XUAT DUGC PHAM”.

Giao trinh dudc bién soan theo hai néi dung:
1. Ky thuat san xuit cac nguyén liéu lam thuéc.
2. Ky thuat san xuét cac dang thuéc thanh pham.
Trong do:
Nbi dung tht nhat gom 2 tap la:

* Tap 1. Ky thuat san xuat thudc bang phuong phap téng hgp héa duge

va chiét xuat dugc liéu.

* Tap 2. Ky thuat san xuit thudc bing phuong phap sinh téng hgp.

No6i dung thi hai gom 1 tap la:

* Tap 3. Ky thuat san xuat cac dang thudc.

So véi 1an xud't ban trudc, cic tac gia bién soan da c6 ging chit loc nhiing
kién thiic chti yéu nhit dé cung c4p cho ngudi hoc hiéu dude nganh khoa hoc
viia hap dan viia quan trong nay. Tuy nhién, véi néi dung phong phi, da dang
va thoi lugng han ché& nén khéng thé di sdu hon dude. Vi vay cudn gido trinh
khéng tranh khoi nhiing thiéu sét. Cac tac gid mong nhan dugc su gép ¥ cua
doc gia dé chinh stia cho 1an xu4t ban sau dugc hoan chinh hon. Xin chan
thanh cam on.

B6 mon Cong nghiép Dugce
Truwong Pai hoc Duge Ha Noi
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PHAN I. TONG QUAN VE CONG NGHE SINH HOC

Chuong 1

GIOI THIEU VE CONG NGHE SINH HOC

MUC TIEU
Sau khi hoc xong chuong nay, sinh vién phai trinh bay dudgc:

1. Tén cdc linh vuc khoa hoc cé6 lién quan dén Coéng nghé sinh hoc va

pham vi tng dung cua Coéng nghé sinh hoc trong cdc nganh dé.

2. Tém quan trong ctia Cong nghé sinh hoc trong xu thé phdt trién chung

cua khoa hoc trong thé'ky 21.

1. CONG NGHE SINH HQOC LA Gi?

Ngay nay khong ai con nghi ngd gi niia vé nhiing thanh tuu cta cong
nghé sinh hoc dem lai cho loai ngudi. Ching thé ma trong hai thap ki cuéi
cung cua thé ki XX, khoang 20 giai Nobel da dugc trao cho nhiing kham pha
trong linh vuc nghién ctu nay. Dé hiéu cong nghé sinh hoc 1 gi ta c6 thé néu
ra ddy mot vai dinh nghia vé cong nghé sinh hoc.

“Viéc ting dung nhiing sinh vat, hé théng va qua trinh ché bién vao
san xuit va cong nghiép dich vu”.

“Viéc két hop st dung hoé sinh, vi sinh va khoa hoc cong nghé dé tao
ra nhiing kha niang tng dung cac vi sinh vat, mé t& bao va cac bo
phan cta ching”.

“Cong nghé st dung cac hién tugng sinh hoc dé sao chép va san xudt
ra nhiing vat pham htu ich”.

“Viéc ting dung cac nganh khoa hoc va k§ thuat vao qua trinh bién
d6i nguyén liéu bing cac tac nhan sinh hoc dé€ san xuét hang hoa va
cung c4p dich vu”.

“Cong nghé sinh hoc thuc sy chi 14 mot cai tén duge diat cho mot tap
hdp cac qua trinh va ky thuat.”

“Cong nghé sinh hoc 14 viéc st dung nhiing cé thé séng va cac thanh
phan cta ching trong néng nghiép, thuc phdm va cac qua trinh cong
nghiép khac”.
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“Cong nghé sinh hoc 1a viéc giai ma va st dung cic kién thtc vé sinh
hoc”.

C6 thé coi dinh nghia vé cong nghé sinh hoc sau day ctia Lién doan cong
nghé sinh hoc chau Au (EFB) 1a hoan chinh hon ca:

"Céng nghé sinh hoc la su két hop cua cdc nganh khoa hoc tu nhién va
khoa hoc cong nghé dé dat tdi nhitng sw ung dung ctia vi sinh vdt, cdc té bao,
mot sé thanh phén cua té bao nham tao ra nhitng sin phdém va nhitng su phuc
vu (services) co lgi cho con nguoi”.

S di néi dén cad moét s6 thanh phan ctua té bao vi ngay nay cong nghé
enzym (enzyme technology) véi cac enzym bat dong hoa (immobilized enzymes)
khong cin téi t&€ bao van tao ra duge san phidm & qui mo 16n. S& di néi dén
nhiing su phuc vu vi trong viéc xti 1y chéng 6 nhiém moéi trudng tuy cong nghé
sinh hoc khéng tao ra san pham gi nhung c6 mot vai tro rat quan trong.

Cong nghé sinh hoc dang phat trién nhanh chéng trén cé sé cia mét s
ky thuat hoan toan mdéi mé thudng goi 1la ky thuat chia khoa (Key-
Technology). D6 14 k§ thuat di truyén (genetic engineering); ky thuat dung
hop t&€ bao (cell fusion); k§ thuat st dung phan tng sinh thé (bioreaction
technology) bao gom ky thuat 1én men (fermentation technology), ky thuat
enzym (enzyme technology) va binh phan tng sinh vat (bioreactor); k§ thuat
nudi ciy t& bao (cell culture technique); k§ thuat nudéi cdy mé (tissue culture
technique); ky thuat chuyén phéi (embryo tranplantation) va ky thuat chuyén
nhan t& bao (nucleus tranplantation).

2. CONG NGHE SINH HOC - MOT SU THEO PUOI PA NGANH

Cong nghé sinh hoc 14 sy uu tién cta qua trinh theo dudi da nganh.
Trong nhiing thap ki gin day, nét dic trung cta su phat trién khoa hoc va
cong nghé 1a phuong phap dung nhiing chién luge da nganh dé dat duge giai
phap cho cac van dé khac nhau. Diéu nay din dén su ra doi nhiing linh vuc
nghién ctiu da nganh va cudi cing sé tao ra nhiing nganh méi véi nhiing khai
niém va phuong phap dic trung. Ki thuat hoa hoc va hoa sinh 1& hai vi du dé
nhéan th4y nhit ciia nhitng nganh khoa hoc da cho ching ta hiéu sau séc vé
qué trinh hoa hoc va nhiing cd s6 hoa sinh ctia cac hé théng sinh hoc.

Thuat ngii da nganh (multidisciplinary) mé ta su md rong vé luong ctua
cach tiép can nhiing van dé thuong xay ra trong pham vi mét linh vuc nhat
dinh. N6 doi hoi viéc sip dit nhiing khai niém va phuong phap ti mot loat cac
nganh riéng ré va tng dung ching vao mot van dé dic biét cua mot nganh
khéc. Trai lai, ting dung da nganh xay ra khi c¢6 su gap g6 cac y tudng cua su
hgp tac nhiéu nganh va dan dén viéc hinh thanh moét nganh hoc méi véi
nhiing khai niém va phuong phap riéng. Trong thuc t&, cic t6 chiic kinh doanh
nhiéu nganh hau nhu dude dinh hudéng ¢é dinh. Tuy nhién, khi su téng hop da
nganh thuc sy xay ra linh vic méi s& mé ra mot loat vAn dé nghién ctiu méi.
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Cong nghé sinh hoc da xuat hién thong qua su tac dong qua lai 1An nhau gitia
nhiing phan khac nhau ctia sinh hoc va kj thuat.

Mot nha cong nghé sinh hoc
c6 thé st dung cac k§ thuat: hoa
hoc, vi sinh hoc, hoa sinh va tin
hoc (Hinh 1.1). Muc dich chinh la
su sang tao, phat trién va téi uu
ho& cic qua trinh, trong dé chat
xtc tac hoa sinh gifi vai tro nén
tang va khong gi c¢6 thé thay thé
duge. Nha cong nghé sinh hoc phai
biét hgp tac chat ché véi cac
chuyén gia trong nhing linh vuc
lién quan nhu y hoc, dinh dudng
hoc, ho4a hoc, duge hoc, bao vé méi
truong va xu ly chat thai. Viéc ting
dung cong nghé sinh hoc ngay
cang cho thdy tinh chit phu thudc
14n nhau cta khoa hoc lién nganh,
mudén dat dugc thanh céng trong
nghién ctiu cia nganh minh, cin

s L
dién to

\ di truyén hoc

VSV hoc hoa sinh hod hoc

\ /____ KH thuc pham

T CNSH

avmosa” ] N .
/ CN thye phdm
CN hoa hoc

CN co khi

Hinh 1.1. Tinh chat da nganh
clia cdng nghé sinh hoc

hiéu duge ngén ngi ky thuat cia cac nganh khéc, hiéu dude nhiing tiém ning
cling nhu nhiing han ché ctia cac nganh khac.

Céng nghé sinh hoc c6 yéu ciu rat cao cac kj ning vé chuyén mon,
nghiép vu. Biét dau tu vao viéc phat trién nganh cong nghé nay sé dudc hudng
lgi ich 1au dai. Cong nghé sinh hoc ¢6 mot s6 linh vic hoat dong nhu sau:

Diéu tri hoc: cac dude phdm dung dé diéu tri bénh cho ngudi bao gom
khang sinh, vaccin, liéu phap gen.

Chén doan: cac kit dung dé xét nghiém chédn doan trong lam sang,
thuc phdm, moi trudng, néng nghiép.

Néng nghiép, 1am nghiép, lam vuon: cac giong cdy méi, dong vat,
thudc tri sau.

Thuc phdm: bao gdbm san xuit thuc phdm, d6 udng, cac phu gia, phan
boén.

Mo6i truong: xu ly chat thai, cac chat c6 ban chit sinh hoc, san xuat
nang lugng.

Cac hoa chat trung gian: cac hoa chat cian thiét cho cong nghé sinh
hoc nhu: cac enzym, ADN, ARN, cac ho4 chat dic biét.

Thiét bi: phan cting, phidn mém tin hoc, binh phan tng sinh hoc va
nhiing thiét bi khéc c¢6 tinh hd trg cho cong nghé sinh hoc.
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Nhiéu qua trinh céng nghé sinh hoc hién nay c6é ngudn géc ti cac qua
trinh 1én men ¢6 truyén nhu lén men rugu, bia, men banh mi, siia chua, pho
mat, ddm. Chi khi cong nghé 1én men san xuit Penicillin trén qui md 16n thi
nganh cong nghé 1én men méi thuc su c6 nhiing bude nhay vot. Tt d6 dén nay
ching ta da ching kién su phat trién phi thudng cta céng nghé nay. Biét bao
san phadm méi do cong nghé 1én men cung cdp lam phong phd thém cudc séng
va ctiu chiia dugc bao nhidu mang song thoat khoi ti than. Nhin vé tuong lai,
cac nha khoa hoc déu cho rang thé& ky XXI sé 1a ky nguyén cta cong nghé sinh
hoc cting nhu ho4 hoc va vat 1y 1a dic trung cua thé ky XX.

Vé mit 1y thuyét, céng nghé sinh hoc c6 thé chuyén mot gen tit mot sinh
vat bat ky sang mot sinh vat khéc, vi sinh vat khac, thuc vat hay dong vat
khac (xem Chuong 3), trén thuc té c6 rat nhiéu yéu té chi phéi nhu nhiing gen
nao phai tao dong vé tinh va cach chon gen d6 nhu thé nao. Yéu t6 han ché
nh4t trong viéc ting dung ky thuat di truyén 1a su thiéu kién thic khoa hoc co
ban vé cdu tric ctia gen chiic nang. Déi v6i thuc vat phai luu ¥ ring chi
khoang 150 gen thuc vat trong téng s6 10.000 cho dén nay da biét dugc dic
diém & mtc ADN.

Cong nghé sinh hoc dang phét trién véi toc do gin véi téc do phat trién
ctia vi dién ti vao nhiing ndm 70. Tuy nhién, cac nha nghién ciu vé cong nghé
sinh hoc luén huéng cac nghién citu vao muc dich thuong mai nham muc dich
viia phuc vy, viia thu 1gi nhuan. Céng nghé sinh hoc mdéi sé c¢6 nhiing anh
hudng to 16n dén tat ca cac ting dung cong nghiép cua cac khoa hoc vé su song.
Cang ngay ngudi ta cang nhan thiy rang ngudn nhién liéu 1ong c¢6 ngudn géc
hoa thach trén trai ddt ching bao lau niia sé hét, cdc ngudn ning lugng khéc
sé& duge nghién ctiu dé thay thé, cong nghé sinh hoc sé giip cac nha nghién
cliu tim ra cac nguodn ning lugng méi viia ré tién vira an toan hon. Nhiing quéoc
gia c6 diéu kién khi hau phu hdp véi diéu kién san xuat sinh khéi sé c6 nhiing
uvu thé 16n lao vé mit kinh t& hon cac quéc gia c6 diéu kién kém phu hop.
Nhiing nudc nhiét d6i phai ndm dude tiém ning to 16n cta minh dé ddy manh
phat trién céng nghé sinh hoc.

Cong nghé sinh hoc méi dudng nhu xuit hién sém nhét trong linh vuc
bao vé stic khoé va y hoc, ti€p sau 1a cong nghé thuc phdm. Nam 1982, bang
cong nghé gen da tao ra dude insulin dé chita bénh dai thao dudng. Gen dé san
xuat insulin ti tuyén tuy ctia ngudi da dudc tach ra dem ghép vao ADN cua E.
coli, nudi cdy vi khuédn E. coli thu 14y insulin bing cac ky thuat thich hop cta
hoa sinh. Trong viéc chdn doan lam sang hién nay d& c6 hang tram bd kit
chuéin khac nhau vita chinh xac vita cho két qua nhanh chéng. Pic biét dé
phat hién cAc mam gay bénh c6 trong mau gitdp cho viéc truyén mau an toan
hon. Céng nghé sinh hoc gidp cho viéc cai thién ch4t lugng thuc phdm, ting
dinh dudng, tao ra cac thuc phdm chitc ning gitup cho con ngudi séng ldu hon
va chat lugng cudc song cling tot hon.

Nhiing nganh cong nghiép dua trén co s cong nghé sinh hoc sé khong can
nhiéu nhan cong, méc du ching tao ra mot khoi lugng vat chat c6 gia tri 16n. Tuy
nhién nhiing lao dong nay doi hdi phai c¢6 tri thiic hon 14 lao dong co bap.
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Nhiéu coéng ty cong nghé sinh hoc méi ra doi do nhiing doanh nhan la
nhiing nha khoa hoc tit méi trudng han 1am, ho muén xay dung va phat trién
mot nganh khoa hoc mdéi ¢6 ham lugng chit xam cao, mot nganh céng nghé
mang tinh “bac hoc”.

Nhiing cong ty cong nghé sinh hoc méi c6 nhiing dac diém ma thuong
khong gip 6 nhiing cong ty khac. C6 thé tém tat nhu sau:

A Az R o3 R 2 N N N N A 2 =R
— Cong nghé c6 thé diéu chinh va gom nhiéu nganh, viéc phat trién san
pham c6 lién quan dén cac nha sinh hoc phan ti, cac nha nghién ctiu
lam sang.

—  MBbi trudng thuong mai dugc dic trung bdi su thay d6i nhanh chéng
va su rai ro dang ké, mot su d6i méi cong nghé sinh hoc ¢6 thé nhanh
choéng lam thay ddi cai khac.

— Can phai quan 1y: cac co quan chiic nidng, nhan thtc cua cong dong,
cac van dé vé stic khoé va an toan, danh gia vé sy rui ro.

—  Su phat trién vé thuong mai céng nghé sinh hoc phu thuéc rat nhiéu
vao su diu tu, thuong 14 nhu cau dau tu rat 16n, truée khi thu dudgc
Igi nhuan.

3. CONG NGHE SINH HOC - HAT NHAN TRUNG TAM BA THANH PHAN

Nhiéu quéa trinh c6ng nghé sinh hoc ¢6 thé dudc coi 1a ¢6 hat nhan trung
tam ba thanh phan. Trong d6 thanh phan tht nhat lién quan dén chat xic tac
sinh hoc lam nhiém vu dac biét cia qua trinh. Thanh phan thd hai gitip cho
thanh phan tht nhat thuc hién dude qua trinh k§ thuat tét nhat, con thanh
phan tht ba thudng goi 14 qua trinh xuo6i dong (downstream processing) lién
quan dén viéc tach va tinh ché& sdn phim chinh, hodc cic san phidm cua qua
trinh 1én men.

Trong da s6 cac chat xtc tac da dude st dung dén nay, hiéu qua bén viing
va thuan tién nhat cua qua trinh sinh hoc 1a vi sinh vat nguyén ven. Vi vay
phéan 16n cac qua trinh cdng nghé sinh hoc déu lién quan dén cac qua trinh vi
sinh. Diéu nay cling khong loai trit viéc sti dung cac sinh vat bac cao, dic biét
cac t€ bao dong vat va thuc vat ngdy cang c6 vai trd quan trong trong cong
nghé sinh hoc hién dai.

Trong thién nhién, cac vi sinh vat dudc coi nhu nhan t6 dau tién trong
viéc c¢d dinh ning lugng quang hop, cling nhu nhiing hé théng din dén nhiing
thay doi vé hoa hoc trong hau hét cic loai phan té hitu co tu nhién va téng
hop. Vi sinh vat chtta mot ngudn gen vo ciing phong phd va kha néing tong hop
ciing nhu phan huy hau nhu v6 tan. Mat khac, vi sinh vat c6 téc do sinh
trudng cuc ky nhanh ma khong déng vat nao c6 dude.

Ti nguodn vi sinh vat phong phd d6, ngudi ta phan lap ra nhiing vi sinh
vat thuan khiét réi d6t bién cai tao nang cao hiéu sudt sinh tdng hgp cta ching
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bing cac k§ thuat di truyén thong thudng, hay cac k§ thuat di truyén hién dai
dé thu dugc con giéng cé nhiing uu diém ma ta mong mudn (Chuong 3).

Nhiing vi sinh vat da dugc chon loc cAn phai nghién ctiu cac bién phap
nudi gitt dé sao cho khong bi mat hoat tinh dé c¢6 thé dung san xuit lau dai.
Mot s6 truong hop chat xtc tac duge dung 6 dang da tach va tinh ché nhu cac
enzym. Viéc tach va tinh ché enzym cho muc dich xtc tac sinh hoc sé trinh bay
6 Chuong 5.

4. AN TOAN SAN PHAM

Trong cong nghé sinh hoc, nhiing qui dinh cua Nha nuéc sé quyét dinh vé
dau tu cho nghién ctu va cho phép dua san phdm nghién cdu vao st dung.
Céc ¢d quan chiic ning c6 thé déng vai tro “ngudi gac céng” cho phép nghién
ctiu hay san xuét mot san phdm méi va st dung ching. Cac qui dinh c6 thé 1a
cac rao can dang ké cho su phat trién cta cong nghé sinh hoc. Trén thuc t&
nhiing rao can nay cé ngudn goc ti chi phi cho viéc thit cic san phim c6 dap
tng cac tiéu chudn qui dinh hay khéng? Su cham tré va hay thay déi trong
viéc thong qua cac qui dinh va tham chi phan d6i thdng thimg nhiing san
phdm méi vi 1§ do an toan. Viéc st dung cong nghé tai t6 hop ADN da tao ra
méi lo ngai vé d6 an toan cliia san phdm. Thai do cliia cong déng doi véi cong
nghé sinh hoc phan 16n lién quan dén van dé vé su nguy hiém tudng tuong hay
cam tinh trong k§ thuat thao tac gen.

5. NHAN THUC CUA CONG PONG VE CONG NGHE SINH HOC

Trong khi cong nghé sinh hoc thé hién tiém ning to 16n trong viéc bao vé
stic khoé va phat trién san xuit, viéc ch& bién va dam bao chit luong thuc
phdm bing ky thuat gen, san xuit phan bén, thudc trit sdu sinh hoc, vaccin,
cac loai dong vat va cac gidong cdy khac nhau, su lién quan ctia nhiing qua
trinh céng nghé sinh hoc méi nay vugt ra ngoai nhiing 1gi ich vé mit ky thuat.
Viéc thuc hién nhiing k§ thuat méi nay sé phu thudc rat nhiéu vao su chap
nhan cta ngudi tiéu dung. Trong bao cio vé phat trién nganh cong nghé sinh
hoc ctia Uy ban tu van vé khoa hoc va cong nghé My da viét: "Nhan thic cla
cong dong vé cong nghé sinh hoc sé c6 mot anh hudng to 16n dén téc do va
phuong hudng phat trién cta céng nghé sinh hoc, va hién dang c6 su lo ngai
ngay cang tang vé nhiing san pham bién doi gen. Lién quan dén viéc thao tac
gen 14 cac cau hoi khac nhau vé do an toan, dao dic va viéc bao vé".

Cudc tranh luan cia cong dong 1a rit quan trong cho su phat trién cua
cong nghé sinh hoc, va chéic chin trong mét tuong lai gin, céng nghé sinh hoc
sé duge xem xét ky ludng dé nganh cong nghé nay phat trién dung huéng va
dem lai 1¢i ich to 16n phuc vu loai ngudi. Tuy nhién trinh d¢ hiéu biét khoa hoc
vé Coéng nghé sinh hoc néi chung con thap khong cé6 nghia 14 moi nguoi sé
khong c6 kha ning nhan biét vé van dé quan trong nay cta céong nghé sinh
hoc. Trén thuc té dang xay ra van dé c6 mot vai nha hoat dong tranh cai chong
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lai ky thuat gen véi giong diéu cam dong va thiéu co s6 lam cho cac chinh tri
gia va cong dong nham 1an. Nhiing 1¢i ich to 16n ctia cong nghé sinh hoc dem
lai sé& tu né néi 1én va sé dude ban dén trong nhiing chuong sau.

6. CONG NGHE SINH HOC VA CAC NUGC PANG PHAT TRIEN

Mbt nén noéng nghiép thing lgi 1a cau tra 16i cho viéc rit ngin khoang
cach gitia cAc nuéc giau va cac nuée nghéo. O nhiing nude phat trién khoa hoc
vé néng nghiép phat trién rat manh, sdn xuét ra mot luong 16n cac san pham
chat lugng cao. Cong nghé sinh hoc néng nghiép sé cang cai tién chat lugng,
chtung loai va san luong néng nghiép. Liéu nhiing loai cAy méi dudc cai bién
bing k§ thuat gen c6 tim dude dudng dén véi nhiing nude dang phat trién dam
bao ning suit cao hon, stic d& khang bénh t6t hon va dé dugc thi truong chap
nhan hon? Chua c6 gi ro rang, cai gi sé xay ra khi cic nuéc giau ngay cang
duge cung cdp thita thai thuc phdm. Liéu c6 da luong thuc cho moi ngusi
nhung van tiép tuc phan b6 khong déu khéong? Su phat trién céng nghé sinh
hoc rat can dau tu ca tién cta va luc lugng lao dong lanh nghé cao. Ca hai yéu
t6 chinh d6 cac nude dang phat trién déu thidu.

Trude ddy mét sé quéc gia dang phat trién da hop tac c6 hiéu qua véi cac
cdng ty cong nghé sinh hoc phuong T4y. Song ngay cang thay su dau tu nay bi
gidm dan. Vi du ti nam 1986 - 1991, ty 1& cac thod thuan dugc cic cong ty sinh
hoc My thuc hién véi cac nudc dang phat trién giam tit 30% con 3%! Cac nudc
dang phat trién c4n nhin rd tiém nang cta cong nghé sinh hoc ma c¢6 phuong
huéng phat trién sao cho phu hdp véi trinh do va tiém nang cta dit nude
minh, phai biét di tit d6n d4u, nhanh chéng hoi nhap va c¢d géng cé nhiing
phéat minh riéng ciia minh.

Cubi cung ciing can néi rang hau hét cac nganh khoa hoc déu trai qua
thoi ky vang son ctia minh khi ma nhiing cach ti€p cAn mdi mé ra con dudng
cho su phét trién co ban va nhanh chéng. Cong nghé sinh hoc chi méi bét dau,
hay nhé 14y 16i nhan nhta “hodc bit ddu ngay hoac khéng bao gis”. Tuong lai
sang lan dang chd ta ¢ phia trudc.

TU LUQGNG GIA
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Chuong 2

NGUYEN LIEU CHO CONG NGHE SINH HOC

MUC TIEU
Sau khi hoc xong chuong nay sinh vién phai trinh bay dugc:
1. Tén cdc ngudn nguyén liéu chu yéu cua CNSH.

2. Uu thé cua CNSH so vdi cdc nganh khdc trong viéc tdn dung cdc san
pham phu.

1. CHIEN LUGC SINH KHOI

UéGc tinh san lugng hang nam sinh khoi thuc vat tao ra do quang hop
khoang 120 ti tdn chat kho trén maiat dat va khoang 5 ti tdn tu dai duong.
Trong s6 sinh khéi san ra trén miat dat c6 khoang 50% 6 duéi dang
lignocellulose. Ti 1é 16n nhat ctia sinh khoi trén mait dat (44%) 1a tu ring
(bang 2.1).

Bang 2.1. Phan chia san luong sinh khéi san xuét trén trai dat

Sinh khéi san xut trén trai dat &Tg::’g;r‘s‘-&?)
Rung va vung cb cay coi 44,3%
Pong cb 9,7%
D4t canh tac 5,9%
Hoang mac va ban hoang mac 1,5%
Nudéc ngot 3,2%
Dai duong 35,4%

Diéu ngac nhién 14 thu hoach néng nghiép chi chiém 6% ctia hau hét san
lugng quang hop, phan 16n lucng thuc cho ngudi va dong vat, san pham cho
dét va gidy déu ti ngudn nay (bang 2.2). Nhiéu san phadm néng nghiép truyén
théng c6 kha ning sé dudc khai thac hon niia cung véi nhan thiic cong nghé
sinh hoc ngay cang tang. Dac biét nhiing cach ti€p can méi chic chin sé c6 du
kha nang dé xt 1y mot khoi lugng chat thai tit qua trinh ché bién thuc phdm
theo cach cf truyén ma gan diy da khong con thong dung. Thuc t& phat trién
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cia cong nghé sinh hoc ¢ nhiing viing dang phat trién noi ¢ su ting trudng
thuc vat troi hon, c6 kha ning dan dén thay ddi trong can can kinh té.

Can nhan thdy rang ngudén nguyén liéu nang lugng khong tai ché& dugc
ma x& hoi hién dai qua phu thudc nhu dau md, than da déu c6 ngudn goc tir
sinh khoi ¢6 dai. Nhiing qudc gia c¢6 cong nghiép hién dai ngay cang phu thudc
vao du tréi nguon nang lugng nay ciing nhu ngudn nguyén liéu cho hang loat
cac nganh san xuat.

Bang 2.2. San lugng hang nam clia moét s& san phdm néng, lam nghiép trén thé giéi
(Nguén: tir t& chiic vi su phat trién va hdp tac kinh t&, 1992)

. ) 2 San lugng Tri gia
Nganh San pham (tan) (ty $)
Ngi céc 1,8ty 250
Mia 120 triéu -

Buong | o cai 1,8 triéu .

Luong thuc

va thic an | ca 85 triéu

gia suc
Tinh bot thd 1,0 ty 17
Tinh b6t da tinh ché 20 triéu -
Tiém n&ng gb 13 ty -
G6 thu hoach 1,6 ty -

Vat liéu G6 nhién liéu - 100
Gb cua 200 triéu 60
Gidy ; 110
Dau va glycerin 70 -
Dau dau tuong 17 8
Dau co 10 3

Hoa chat Dau huéng duong 8 4
DAu hat céi 8 3
Tinh bot 2 .
Cao su tu nhién 4 4
Cac loai hoa 4 10

Khéc
Thuéc |a - 15
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Gan mot thé ky qua, thé giéi cong nghiép hoa da phai nhd dén nguyén
liéu ho4 thach ma phai mat hang tram triéu nam dé hinh thanh dudi long dai
duong hay sau trong long dat. Hon niia viéc st dung lai rat khong cong bang:
Hién tai nuée My v6i 6% dan s6 va TAy Au véi 8% dan s6 thé gisi st dung 31%
va 20% tuong ting toan bo san luong dau va khi trén thé gidi.

Trong khi du trit than c6 thé kéo dai hang tram nam thi ngudn dau va khi
v6l mtc tiéu thu nhu hién nay sé can kiét vao mét ldc nao d6 cta thé ky XXI
nay. Cau tra 16i vé van dé nay la phai dung sinh khéi tit quang hgp dé cung cép
ning lugng va nguyén liéu cho cong nghiép. Nhiing ndm gan day cho thay hang
nim ning lugng dugdc sinh ra tit quang hop gip hon 10 1an so véi lugng con
nguoi st dung. Viéc khai thac sinh khéi qui mé 16n dung cho nhién liéu va
nguyén liéu bi han ché& bdi gia thanh con dat hon gia nguyén liéu hoa thach.

St dung sinh khéi truc tiép nhu 1a ngudén nguyén liéu chi é nhiing ving
cong nghiép hoa nhu My la tinh, An Do, chau Phi. O nhiing nudc phat trién, sinh
khéi tit néng nghiép va 1am nghiép duge dung chu yéu trong cong nghiép va thuc
phidm (bang 2.2). Hién nay sinh khéi dudc st dung dé san xudt nhitng san phadm
cong nghiép va thuong mai quan trong (bang 2.3) va nhiing chit dung trong cong
nghé sinh hoc sé dugc néu bat va noéi ro trong nhiing chuong sau.

Bang 2.3. Nhiing s&n pham quan trong ti sinh khéi

- Methan (biogas) dac biét & cac nudc phat trién

- S&n pham cla su nhiét phan (khi, than)

Nhién liéu | - Ethanol (théng qua I&n men ri dudng va cellulose)
- Dau (tir hydro hod)

- D6t truc ti€p chat thai sinh khoi

- Ethanol (nguén nguyén liéu co6 tiém nang cho cdng nghiép)
- Khi téng hop (tir qua trinh khi hod)

I'?'Aguye” - Phan bén.
iéu
- Phén tron (compot)

- Bun

Thie  an | - BS sung truc ti€p vao thic &n gia suc

gia suc - Dam don bao

2. NGUYEN LIEU THO THIEN NHIEN

Nguyén liéu thé thién nhién phan 16n cé ngudn goc tit nong nghiép, cong
nghiép thuc phdm va lam nghiép. D6 1a nhitng hgp chat hoa hoc khac nhau,
trong d6 chu yéu la dudng, tinh bot, hemicellulose va gb. Mot loat cac san
phdm phu 14y tit nguyén liéu thé va duge dung trong cong nghé sinh hoc duge
thé hién & bang 2.4.
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Bang 2.4. Cac loai san pham phu c6 thé lam co chat trong CNSH

Nganh Céac san pham phu c6 thé dung lam co chat
Rom

Ba mia, cl cai dudng

L3i ngd

Vo ca phé, coca, dia

V4, |4 trai cay

Chat thai clia ché

Banh ép tir cac hat dé 18y dau

Chat thai tir bong

Cam

Thit quéa ca chua, ca phé, chudi, dira, chanh, 6 liu
Chat thai cla gia suc

Néng
nghiép

Chat thai dung dich thuy phan gb

Dung dich nu6c qua da sulfat hoa

Vo cdy, mln cua, cac canh cay

Gidy va cellulose

Sdi phip

Mat dudng

Chaét thai clla nha may chung cat rudu

Chat 16ng giéng nhu nuéc sau khi sira chua déng lai

Nuéc thai cong nghiép tr CN thuc phdm (6 liu, ddu co, ca chua, cha Ia,
chanh, san)

Cong Nudc théi (tlr nganh sifa, déng hop, banh keo, nuéng banh my, d6 udng
nghiép khéng con, mach nha, nuéc ngdm ngd)

Chat thai nganh thuy san

San pham phu clia nganh ché bién thit
Rac do thi

Nudc cong

Chaét thai & 16 sat sinh.

Lam
nghiép

Nhiing nguyén liéu thé cé chtia duong nhu ct cai duong, mia rat sdn va
thich hgp dé dung lam nguyén liéu cho céng nghé sinh hoc. Do viéc st dung
duong truyén théng cé thé duge thay thé& bang cic dudng c¢6 hiéu qua tuong
duong sé din dén thita duong hang hoa va khuyén khich phat trién nhiing
cach st dung méi. Nhiéu nganh kinh té& nhiét d6i sé pha san néu nhu thi
truong duong bi mat di. Puong mia dudc st dung 6 Brazil 1am nguyén liéu cho
chuong trinh khi gas, mot s6 quoc gia khac ciing dang nghién ctu dé ap dung
tiém ning to 16n nay.

Nhiing san phdm nong nghiép chta tinh bét ¢6 nhuge diém 1a phai thuy
phéan thanh monosaccharid hay oligosaccharid truéc khi 1én men. Tuy nhién
nhiéu qua trinh sinh hoc da dudc thuc hién, bao gom ca san xuat nguyén liéu.
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Ngudn nguyén liéu vo tan tit thién nhién 1a cellulose sé& trd thanh nguyén
liéu chinh cho cong nghé sinh hoc. B6i vi khong ¢6 cAy xanh thi su séng trén
trai dat cting khong con. Tuy nhién hang loat khé khan vé mat céong nghé can
phai khic phuc trudc khi cé6 dude 1gi ich kinh té& tit hgp chit phong phid nay.
Cellulose nguyén chat c¢6 thé phan huy bing ho4 hoc hoéic enzym thanh dudng,
sau d6 1én men dé tao thanh cac san phdm khac nhau nhu ethanol, aceton,
protein don biao metan va cac san phdm khac. Ngudi ta tinh toan ring hang
nim c6 khoang 3.3 x 10 kg CO, dudc c6 dinh trén bé mat trai dat va khoang
6% s0 nay, tic 22 ngan triéu tAn mot ndm sé thanh cellulose. Trén thé gidi cay
c6i hang nam san xuat 24 tan cellulose trén mot dau ngusi. Thoi gian sé cho
ching ta thdy ring lignocellulose 14 ngudn carbon hiiu ich cho su phat trién
cua cong nghé sinh hoc.

3. TINH SAN CO CUA SAN PHAM PHU

Nhiéu qua trinh céng nghé sinh hoc st dung san phdm nong nghiép nhu
duong, tinh bot, dau thuc vat... lam nguyén liéu thi rat nhiéu chat thai tu
n6éng nghiép hién nay chua duge diung, chic chin sé duge nghién ciu dé su
dung trong tuong lai khong xa. Chat thai néng nghiép va 1Am nghiép rat da
dang vé chung loai nhu: rom ngii cdc, vo va 161 ngd, chat thai tit dau tuong, vo
dira, v hat ca phé, ri duong mia. Chat thai 1am nghiép gém: vé gd, mun cua vo
cay, ... (bang 2.4) méi chi 1A mot phan nhd cta nhiing chit thai trén duge dung
6 qui m6 cong nghiép, phan con lai hién chua dugc st dung.

Muc dich chtl yéu cua cong nghé sinh hoc 1a cai tién cach quan ly va su
dung mot s6 hmng 16n cac chat thai hiiu co cia nong nghlep, cong nghlep va
do6 thi trén toan cidu. Xu ly cac chat thai d6 sé 1am giam thiéu cac nguon )
nhiém, dic biét 14 6 nhiém nudc va bién mot sd chat thai thanh nhiing san

Ao z 7
pham c6 ich.

Xt 1y nuée thai 6 nhiém c6é thé biang cong nghé sinh hoc, hoic bing
phuong phéap siéu loc. Ngudi ta st dung mét mang x6p cho nuéc di qua nhung
khéng cho cac chat ran hoic cac chat ¢6 phan ti 16n di qua. Tuy nhién phuong
phap nay gia thanh dit, hién dude dung & mot sé linh vic nhu san xuit nudec
ngot phuc vu cho nhiing ngusi dang séng trén bién thi€u nudc ngot, hoic
nhiing chat rdn khong doc ra khéi nude.

Trén thuc t&€ nhiéu san phdm phu cta céng nghé thuc phadm thudng bi
viit vao nuéc thai va gdy 6 nhiém méi truong nghiém trong. Can phai xu 1y cac
ch&t thai d6 trude khi thai vao méi trudng 1a diéu bat budc. Néu cac chit thai
d6 dugde tan dung nhu 1a4 mét nguyén liéu ban dau cho mot cong nghé nao dé
thi cang c6 ich, va gia thanh san pham cang thap. Xu huéng thé giéi hién nay
14 phai hop tac trong linh vuc bao vé méi truong, cac qui dinh vé chat thai,
nudc thai sé chit ché hon, nghiém ngit hon, sé ting tién phat ning hon cho
nhiing ai vi pham, ti d6 c6 khai niém goi chat thai nhu mot nguyén liéu cé
“chi phi am”. Méi chat thai dudc danh gia mic dd phu hop do6i véi cac qua
trinh cong nghé sinh hoc. Chi khi mot chat thai c6 sdn véi khéi lugng 16n va
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ton tai v6i mot khoang thoi gian kéo dai thi mot phuong phap st dung phu
hgp méi duge xem xét (bang 2.5).

Bang 2.5. Chién lugc CNSH s dung chét thai hiru co phu hap

Nang cdp chat lugng chét thai thuc phdm dé bién ching thanh san pham thich hop
phuc vu viéc st dung clia con ngudi.

Dua chét thai thuc phdm truc ti€p hoic qua x{ Iy vao lam thiic an cho Ion, gia cAm, ca
hoac cac vat nudi khac.

San xuét biogas (methan) va nhiing san pham 1&én men khac néu chi phi cho viéc x{ ly
chat thai 1am thic an gia stc qua tén kém.

Nhimg muc dich chon loc khac nhu dung truc ti€p lam nhién liéu, vat liéu xay dung ...

Hai ch4t thai ¢6 nhiéu dude tng dung dé 1én men 14 ri dudng va nudc thai
ctia céng nghé san xudt sita chua. Ri dudng 14 san phdm phu cia céng nghé
duong c6 chiia khoang 50% duong khi. Ri duong duge st dung rong rai lam
nguyén liéu 1én men san xuat khang sinh, acid amin, acid hiiu cd, nAm men
thuong mai dé san xudt banh mi va dung truc tiép dé nudi gia sdic. Nude thai
cua cong nghé siia chua, phomat cling dugc st dung cho céng nghé 1én men.

Nhiing chat thai nhu rom ra, bd mia rat sdn va ngay cang dudc st dung
nhiéu hon do qua trinh phan huy lignocellulose ngay cang dudc cai tién
(bang 2.6).

Bang 2.6. Cac xU ly can thiét dé co chat c6 thé s dung |én men

Nguyén liéu Co chat X0 ly

Mia, cl cai dudng, ri
dudng, nuéc ép hoa | Can pha lodng hodc khit truing
qua, nudc sira

Cac nguyén liéu
chra duong

Ngl c6c, rau qua, | Can x{ ly thuy phan bang acid hoac
chat thai 1dng tir qua | enzym, c6 thé tach nhiing thanh phan
trinh ché& bién khéng phai tinh bét ra truéc

Cac nguyén liéu
ch(a tinh bot

Ldi ngd, trdu, rom | Can lam vun nguyén liéu sau dé thuy
Cac nguyén liéu | ra, ba mia, chat thai | phan bang hoa hoc hodc enzym, doi
chia lignocellulose | g6, dung dich sulfat, | hdi nhiéu nang lugng va dat tién

chat thai giay

Cac chat thai tu gb gom gb chat lugng thap, vo cdy, mun cua cling tim
dudc cach xu 1y thich hop bang phuong phap céng nghé sinh hoc. Ty 1é 16n
nh4t trong toan bd chat thai 1a ti nganh chan nudi (phan, nudc tidu), tip
dén la chat thai trong néng nghiép, cong nghiép thuc phdm, va cudi cing la
chat thai gia dinh. Viéc st dung nhiéu loai chat thai, dac biét 1a chat thai tu
gia stc trong nong nghiép truyén thong thuong st dung lam phan bén. Tuy
nhién khi chén nudi gia sdc phat trién thi viéc gy 6 nhiém méi trudng cing
ngay cang tang.
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4. NGUYEN LIEU HOA HOC VA HOA DAU

Bén canh viéc phat trién san xudt protein don bao (single cell protein,
viét tit 1a SCP) va cac san pham hitu ¢ khac, mot s6 nguyén liéu hoa dau,
ho4 hoc da tré thanh nguyén liéu quan trong cho cong nghé 1én men. Nhiing
nguyén liéu nay cé nhiéu uvu diém nhu sin c6 véi khéi luong 16n va c6 cing
ch&t luong & cac dia diém khéic nhau trén thé giéi. Do vay khi tu nhién hay
methan va dau khi dugc coi nhu nguyén liéu thé bdi ching dé ché bién. Mai
quan tam chinh vé mat thuong mai 1a cac n-parafin, methanol, ethanol. Cac
chat nay duge st dung vao muc dich khac nhau cta cong nghé sinh hoc, dac
biét dé san xuét SCP sé dudc néi ky & phan sau. Trong tuong lai cac qué trinh
cong nghé sinh hoc ngay cang tan dung duge nhiing nguyén liéu c6 thé tai ché
trong thién nhién, bdi vi cac chat thai kém gia tri hién nay gay 6 nhiém moi
truong. Bang 2.7 tom tat vé mat ky thuat cdn luu y khi ti€p can véi cac chat
thai muén st dung lam nguyén liéu.

Bang 2.7. Nhiing can nhic vé ky thuat cho viéc st dung chét thai

N&i dung Pic diém

« Thap (cellulose)

Su'san co ve matsinh | 0o inh (tinh bét, lactose)

hoc ,
« Cao (ri dudng, dudng hoa qua)
« Chéat ran (phan con lai sau khi xay rac)
R R o Co6 dac (mat mia)
Néng db

« Loang (lactose, dudng trong hoa qua)
« Ratloang (dung dich x{ ly trong qua trinh)

« Sach (mat mia, lactose)
Chat lugng « Trung binh (rom)
« Ban (rac, chat thai gia suc)

« Tap trung (noi dat cac thiét bi 16n)
« Tap trung chuyén mén hoa (dau co, 6 liu, cha la, cao su, hoa

Vi tri A
' qua)
o Phan tan (rom, ruing)
. « Kéo dai (dau co, lactose)
Mua

« R4t ngan (chat thai clia nganh déng hdp rau qua)

« M0ot s6 cach (rom)
o Khong cb (rac)
« Cach tiéu cuc (nudc thai)

Cach s dung tuong
ducng

s » Cao (My)
Tiém nang céng nghé . _
clia dia phuong » Trung binh (Brazil)
« Thap (Malaysia)
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5. NGUYEN LIEU THO VA TUONG LAI CUA CONG NGHE SINH HOC

Ching ta biét ring su phat trién trong tuong lai clia cac qua trinh cong
nghé sinh hoc qui mé 16n khong thé tach roi viée cung cdp cac nguyén liéu tho
va gia tri cta ching. Tiéu chuén quan trong nhat quyét dinh viéc chon nguyén
liéu tho cho mot qua trinh cong nghé sinh hoc bao gdbm su sin c6, gia ca, thanh
phan va hinh thtc, tinh trang oxy hoa nguén carbon. Nguyén liéu dudc st
dung rong rai nhat 1a ngo, duong tho, ri duong, methanol.

Tém lai, ngii cdc sé 1a nhitng nguyén liéu thé chinh ngin han va trung
han cho cidc quéa trinh cong nghé sinh hoc va c6 gia tri thuong mai, nhat la
tinh bot. Tuy nhién viéc nay khong anh hudng gi dén su cung cap luong thuc
cho nguoi va vat nudi. Su khing hoang thita ngii céc xay ra 6 nhiing noi ma
cong nghé sinh hoc dudc ing dung rong rai. DAy 1a mot vi du chiing minh vé
hiéu qua cho su dau tu phat trién nganh khoa hoc diy trién vong nay.

Mac du nguoi ta chd ¥ nhiéu dén viéc st dung nhiing chat thai trong
cong nghé sinh hoc, nhung van con nhiéu khé khin to 16n can vugt qua. Vi du:
chat thai nong nghiép chi c6 theo mua va theo vung dia ly, doi khi cac chat
thai nay con chiia ca doc t6. Su toén tai cac chat thai nay sé gy 6 nhiém moi
trudng, vi vay van phai tim moi bién phap dé xt ly. Vé 1au dai céng nghé sinh
hoc phai tim cach st dung cellulose va lignocellulose lam nhién liéu hay
nguyeén liéu, tuy c6 khé khén vé mét ky thuat.

G4 1a ngudn cung cap nhién liéu, vat liéu cho xay dung, nguyén liéu cho
cong nghiép gidy. Viéc cung cidp cho nhu cau trén hién dang gidm di nhanh
chéng. Nguyén nhan 1a viéc pha ring tran lan 6 nhiéu quéc gia. Pha ring dan
dén sa mac hoa va x6i mon dat. Cong nghé sinh hoc da tao ra nhiing cay tréng
méi dé pht xanh d6i troc nhu cdy keo 14 tram. Nhiing cAy phat trién nhanh
nhu keo 14 tram con hap thu nhiéu khi CO, nén con cé tac dung khic phuc
hiéu ting nha kinh. Céng nghé sinh hoc sé tao ra nhiing cay trong bién ddi gen
c6 kha ning khang sau bénh, ning suit cao chat lugng vugt trdi so véi gidng
cii, vi vay trong tuong lai mot nén noéng nghiép sach, hiéu qua va tién tién sé
lam cho nhiéu ngudi muén tré thanh “néng dan” hon.

TU LUQNG GIA
1. Ké tén va dic diém cac ngudn nguyén liéu cht y&u cia CNSH.

2. Céac san phdm phu dung cho CNSH c¢6 nhitng uu nhugc diém gi?
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Chuong 3

KY THUAT LEN MEN

MUC TIEU
Sau khi hoc xong chuong nay sinh vién phai trinh bay dugc:

1. Trinh bay duoc tén cdc phuong phdp lén men, cdc qud trinh co bdn cua
cong nghé lén men.

2. Ké'tén dudc cdc thiét bi co ban cia cong nghé lén men.

3. Néu duoc tam quan trong cua ky thudt nudi cdy té bao dong vdat va
thuc vdt.

1. GIOI THIEU TONG QUAT

T xa xua loai ngudi da biét ndu rugu dé udng, biét lam tuong, mudi dua,
biét i chua cac thuc pham dé giti dugc lau dai... Cac qua trinh dé6 duge goi la
lén men (bang 3.1).

Bang 3.1. Cac san pham |&n men phan theo linh vuc cong nghiép

Linh vuc céng nghiép Hoat chat
Hoa Fsuéglsgng I6n) Ethanol, aceton, butanol
hoc - Acid hitu ca (citric, itaconic), enzym
HUu co i vy s . L
(S6 Iuong it ) Ce’wc chat dung ?ho my pham .
i Cac polymer (cac polysaccharid)
Céc chat khang sinh, vitamin
Dugc phdm Cac kit chan doan (enzym, khang thé don dong)
Cac enzym Uc ché, cac steroid, cac vaccin
Nang lugng Ethanol (gasohol), methan (biogas)

Cac san pham tu sita (phomat, sita chua, ...)

D6 udng (céac loai rugdu, tra, ca phé), men lam nd banh
mi, cac chat phu gia cho thuc phdm (chat chéng oxy
hoa, chat mau, chat bao quan)

Thuc pham Cac thuc pham dic biét (dau tuong Ién men, cac loai
nudc x6t dé tron), cac acid amin, vitamin.

Cac san pham tir tinh bot

Glucose va siro fructose nong dé cao

Cac pectin, cac protein bién déi chiic nang
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Protein don bao, cac vaccin cho déng vat

U thitc an cho gia stc, G phan bén

Noéng nghiép Vi sinh vat trtr sau hai, con trung

Rhizobium va cac vi khuan c6 dinh nito

Lén men md va t& bao dé nhan giéng cay trong...

Chi khi cong nghé 1én men chim san xuat penicillin ra doi (1947) thi cong
nghé 1én men méi thuc su phat trién va tré thanh mét nganh khoa hoc thuc su
— nganh cong nghé lén men.

Céc qué trinh 1én men truyén théng cht yéu san xudt cic thuc phdm va
d6 udng, hién tai vAn con nguyén gia tri thuong mai. Song hién nay cac qua
trinh d6 da dude san xuat trén qui mé cong nghiép véi cac thiét bi hién dai va
tu déng ho4, nén gia thanh san phdm ha di rat nhiéu. C6 thé goi cac qua trinh
lén men d6 bang cac tén sau:

— Cac ch4t chuyén hoa bac mot nhu: acid acetic, acid lactic, glycerol,
alcol butylic, amino acid, vitamin va polysaccharid;

— Cac chit chuyén hoa bac hai, 1a nhiing chit it déng vai trd trong
chuyén hoa va tao ra san phdm. N6 phu thudc nhiéu vao thanh phan
moi truong 1én men ching. Vi du nhu sy hinh thanh cac chat khang
sinh (penicillin, streptomycin), kich t& sinh trudng cay (giberellin),...

— Céac enzym su dung trong céng nghiép gdom enzym ngoai bao
(amylase, pectinase, protease), cac enzym ndi bao (invertase,
asparaginase, endonuclease ...).

Céc qué trinh 1én men dé san xuét ra cac san phdm néu trén hién nay
van 1a nhitng doi héi thiét yéu ctia xa hoi hién dai. Bén canh nhiing san phdm
d6, ky thuat sinh hoc cling tao ra nhiing san phadm méi rat quan trong ti t&
bao thuc vat va dong vat. Lén men t&€ bao thuc vat nham muc dich tao ra cac
san pham chuyén hoa bac hai (cac tinh dau, cac chit gia vi, cac duge liéu). Lén
men t& bao dong vat dé ché tao vaccin. K§ thuat 1én men con tao ra cac protein
c6 hoat tinh nhu interferon, interleukin...

Mot s6 san pham do cong nghé sinh hoc tao ra, bang phuong phap hoa
hoc khong thé san xuét duge (bang 3.2). C6 nhiing san phdm néu vi sinh vat
sinh téng hop thi chi can thuc hién ¢ nhiét d6 binh thudng. Song néu thuc hién
bang phuong phap hoa hoc ddi hoi phai cé ap suat dén hang tram kg/cm?

Mot déc diém nia ciua ky thuat 1én men 1a cac san phdm khac nhau do vi
sinh vat tao ra déu dudc thuc hién trong cing mot thiét bi goi 1a binh 1én men
(fermentor). Mdi vi sinh vat tao ra mot san phdm nao dé dude nudi dudng &
diéu kién t6i wu (nhiét do, pH, thanh phin méi trudng...) dé ching tao ra hoat
chat ta mong muén.

27



Bang 3.2. Uu nhudc diém clia phuong phap sinh téng hap

(so véi phuong phap hoa hoc)

Ul diém

Cac phan ti phic tap nhu protein, khang sinh khéng thé téng
hop bang hoa hoc.

Bién d&i sinh hoc cho nang suat cao hon.
Sinh t8ng hdp thuc hién & nhiét do thap.
pH gan trung tinh.

Xuc tac phan (ing c6 nhiéu dic diém hon.

San phdm thu dugc khéng c6 déng phan.

Nhuoc diém

Sinh téng hap dé bi nhiém trung.

Cac san phdm mong muén thudng 1an trong phiic hop, can phai
tach riéng.

Can x{ ly mot thé tich méi trudng 16n.

Qua trinh 1&n men can thai gian lau hon so véi bién d&i hoa hoc.

2. CAC GIAI POAN PHAT TRIEN CUA VI SINH VAT

Qua trinh sinh trudng ctua vi sinh vat dién ra theo cac giai doan khac
nhau dudc goi 1a cac pha phat trién, bao gdm pha tiém phat, pha logarit, pha

can bang va pha suy vong (hinh 3.1).

Logarit sinh khoi

Khi nghién cttu qué trinh sinh trudng cta vi sinh vat trong binh 1én men,
ngudi ta chd y trudc hét dén cac qua trinh trong dé san phdm mong mudn la
mot sdn phadm trao ddi chédt caa vi sinh vat. C6 hai loai chdt trao ddi chu yéu
duge goi 1a san phdm bac mot va san phdm bac hai. Mot chit trao d6i bac mét
12 mot chat duge tao thanh trong pha sinh trudng diu tién cta vi sinh vat,
trong khi mét chat trao d6i bac hai 1a mét chit dude tao thanh gan vao liac két

[

Hinh 3.1. D4c diém phat trién cla vi sinh vat trong I&n men chu ky

1 2

|

1. Pha tiém phéat
2. Pha nhan Ién cham
3-4. Pha logarit

/’”’”"_\

5. Pha can bang
6. Pha suy vong
3 4 5 6

[

>

Thoi gian

thidc qua trinh sinh trudng, thudng vao gan hoéc vao chinh pha can bang.
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Nghién ctiu qua trinh sinh trudng va phat trién cta vi sinh vat trong
binh 1én men dé diéu khién quéa trinh sao cho vi sinh vat phat trién t6t nhat
va tao ra dudc t6i da san phdm ma ta mong mudn. P& theo dbi su phat trién
cua vi sinh vat trong binh 1én men thudng tién hanh phan tich mot s6 chi tiéu
cd ban nhu trong lugng sinh khéi trong mot don vi thé tich, ham lugng protein
hoiic ADN trong t& bao, s6 lugng t& bao/don vi thé tich. Su tang sinh khéi
trong mot don vi thé tich bao ham su tang vé s6 luong t&€ bao va su ting vé
kich thudc mbi t& bao.

Thoi gian trung binh dé ting g&p doi t& bao d6i véi cac vi sinh vat nhu sau:

—  Vikhuén :0,25 - 1 gio
— N4m men :1-2 gio
—  N&m méc :2-6,5gio0

— Té&bao thuc vat : 20 - 70 gio
— Té&Dbao dong vat : 15 - 48 gio

Dé dat dugc téc d6 sinh trudng cta vi sinh vat theo mong muén va tao ra
san phdm vé6i hiéu sudt t6i da ciing cAn phai nghién ctu thém cac diéu kién
khac niia nhu thanh phan méi trudng cac chat kich thich sinh trudng, cac tién
ch&t (precusor) dé huéng din vi sinh vat tao ra cac san phdm mong muén. Vi
du, thém acid phenylacetic vao méi trudng 1én men sinh téng hgp penicillin ta
thu dudgc benzylpenicillin (penicillin G), con néu ta thém vao méi truong chat
acid phenoxyacetic ta lai thu dugc phenoxymethylpenicillin (penicillin V), ré
rang 1a c6 thé diéu khién dude qua trinh 1én men theo ¥ mudén. Trén thuc t&
cac vién nghién ctu, cac nha may san xuét cidc ché phadm sinh hoc déu cé
phong nghién ctiu vé cong nghé 1én men.

N A A N, ~ A 2 o R A A

Trong cong nghé 1én men, ngudi ta cling phén ra cac kiéu 1én men (nudi

cdy) sau: 1én men chu ky (batch fermentation), 1én men ban lién tuc (semi —
continuous fermentation) va 1én men lién tuc (continuous fermentation).

Trong lén men chu ky, vi sinh vat dugc nudi c¢6 dinh trong binh 1én men
v6i mot thé tich méi truong xac dinh. Vi sinh vat phat trién theo giai doan
(hinh 3.1) va tao ra cic san phdm. Két thic qué trinh, ngudi ta tién hanh cac
cong doan can thiét dé thu 14y sdn phdm. Phuong phéap 1én men chu ky dudc
tng dung dé san xudt nhiéu hoat chit quan trong nhu acid amin, cic chét
khang sinh.

Lén men chu ky co cdi tién ciing dudc 4p dung nhidm nang cao hiéu
qua st dung binh 1én men. Vi du nuéi cac ndm men dé thu sinh khéi t& bao,
nhim thu dude ning suit cao trong mot don vi thé tich nudi cdy, trong qua
trinh nubdi thudng b6 sung thém dinh dudng (hydrat carbon) va cac yéu té can
thiét khac nham lam cho mat do6 t& bao trong binh tang lén.

Lén men ban lién tuc 12 qua trinh 1én men vi sinh vat trong diéu kién
xéac dinh, khi vi sinh vat phat trién trong mét thoi gian du dé tao ra nong d6
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sinh khoi cAn thiét ngudi ta 18y bét di moét thé tich moi trudng bao gdbm ca sinh
khéi, dong thoi b sung thém mot thé tich méi trudng méi bang chinh lugng
moi truong da 14y di. Bang cach lam nhu vay chi can truyén gidng mot 1an van
¢6 thé thu hoach san ph4m nhiéu lan.

Phan tich khi /
Fin loc khi Fin loc khi

Po luu luong kKhi

Po luu luong khi

-
7 U
Fin loc MT /
Binh nuoi cay
/ S
Bom Thiet bi lay mau

Binh thu san pham

Binh chita moi truong
Hinh 3.2. So d6 don gian mé ta nguyén tac Ién men lién tuc

Lén men lién tuc 12 qua trinh nudi vi sinh vat trong thiét bi dugc ciu
tao dac biét dé sao cho khi vat nudi da phat trién dén mot giai doan nao do
thich hgp cho viéc 14y di mot thé tich méi trudng 1én men cung té& bao va cac
san phidm trao d6i ch4t cia ching, lai bd sung ding mot thé tich méi trudng
dinh dudng méi vao binh nudi cdy, lic d6 ta c6 dude trang thai cAn bing dong.
Vi sinh vat trong binh nuéi luén luén 6 pha logarit (hinh 3.2).

Ddc diém ctia cdc phuong phdp 1én men vi sinh vat.

Bang 3.3. Dac diém cla cac phuong phap lén men

Phuong phap I1én men Cac dic diém thao tac
Méi trudng x6p Pon gian, ré, c6 thé chon loc
Nubi bé mat Cac khuén lac tir t& bao don; kiém tra qua trinh bi gi6i han

Céc kiéu binh l1én men khac nhau; loc tia, dia quay, 6ng quay
binh phan (ng tao bot tu ddng phan (ing, cac kiéu binh phan
Lén men chim déng thé | ing khac nhau: lién tuc binh phan (ng c6 khudy, binh elip,
phan phéi t& bao chu ky | vong ... c6 may khudy, hoic khudy bing khi nén, c6 thé kiém
tra cac hang s6 vat ly trong chat 1dng, nhung chd yéu la kiém
tra cac hang s6 hoa hoc va sinh hoc.

Chu ky c6 b8 sung Phuong phap don gian kiém tra va diéu chinh hiéu qua.

Kiém tra chinh xac phan (ing; rat t6t cho nghién ctru déng hoc
Lién tuc dong nhat mét | va diéu chinh; chi phi cao cho nghién cu thuc nghiém, tuyét
giai doan déi vo tring, ngudi thao tac phai dudc dao tao va coé chuyén
mén cao.
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Phuong phap 1én men lién tuc dugde tng dung dé san xuét protein don
bao (ndm men) san xudt acid acetic, ethanol va xt 1y nude thai cia mot s6 nha
may. Tuy nhién do nhiéu nguyén nhan nén phuong phap lén men chu ky van
hay dudgc ting dung hon.

Uu diém cua ky thudt lén men chu ky va chu ky co bé sung méi truong

« Cung cép san pham theo yéu ciu véi s6 lugng nhé & bat ky thoi
gian nao, hodc déi khi c6 yéu cau.

« Vong doi cia san pham ngan.

« San xuat véi néng do cao trong dich 1én men yéu cidu qua trinh
thao tac phai t61 vu.

« Mot vai san phdm chuyén hoa dudc tao ra chi 6 pha can bing cta
chu ky phat trién.

« Tinh khong 6n dinh cia mét vai ching san xudt cn luu y thudng
xuyén phai chon loc.

« Qua trinh 1én men lién tuc doi hoi k§ thuat phic tap.

3. THIET BI LEN MEN VI SINH VAT (FERMENTOR)

~5

. Than nbi

. B6 phan trao déi nhiét
. Ong dung nhiét k&

. Ong dan khi vao

. Giang truc khudy

hy
!

. Truc khudy
. Canh khuay
. B& d5 ndi

o N o o0~ W N =

©

. Nai truc

10. BO phan truyén déng

11. Béng co

Hinh 3.3. So d6 cau tao thiét bi Ién men chim
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Trong céong nghé 1én men vi sinh vat thiét bi 1én men 1a van dé vo cung
quan trong. Vi sinh vat séng va phat trién trong diéu kién vo trung tuyét doi,
phai cung c4p du oxy hoa tan trong méi truong cho vi sinh vat hé hap. Thiét bi
khudy trén cé cidu tao dic biét vi vita phai hoa tan oxy vao moéi truong, viia
phai khudy trén mot hon hop cac t& bao song dic quanh khong tan trong nudc,
lai lam viéc lién tuc trong thoi gian dai (thuong ti 4-7 ngay). Thiét bi 1én men
can ¢6 b phan trao ddi nhiét hitu hiéu, vi da s6 vi sinh vat séng va phat trién
& nhiét do tit 26°C-30°C.

Motor

Khi ra _—Khira
: Ong |
Pha bot ngQe T Vo dun
nong
' Nhiét ke —_| |
- 4 Lo
Tam can :
Khi vao
Phan 'L £3 i{La"v mau
phoi PR

khi @ @

Khi ra Khira CH, + CO,
t i/,* i
{\‘T { Nguyén licu vao === _:l\ Dubng ra
—»——-1‘ =P
B L
A _T_F_ \/ @

Khi vao Khi vao

S

Hinh 3.4. Cac dang thiét bi Ién men vi sinh vat
a) Thiét bi l&én men c6 khudy lién tuc, b) Thiét bi I&n men hinh thap.
c) Thiét bi Ién men kiéu vong (loop), d) Thiét bi Ién men ky khi,

e) Binh 1&én men tao methan tir nuGc cng, phan gia suc.
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Ké tir khi penicillin dudc san xudt bing phuong phap 1én men chim
(1947), cho dén nay thiét bi 1én men da dugc cai tién va hoan thién rat nhiéu.
Vé nguyén 1y chung d6 14 mot thiét bi c6 hinh tru ché tao bang thép khéng ri
(stainless steel) ¢c6 dung tich khac nhau tu 5-10 lit dung trong phong thi
nghiém, 50-500 lit 6 qui mé pilot, 50.000-150.000 lit dung 1én men tao khang
sinh, 300.000 - 500.000 lit dung lén men san xuat acid amin (hinh 3.3).

Céac thiét bi 1én men hién nay duge ché tao theo kiéu dang khong khac
trude. Song né dude gin cac dién cuc dé do pH, nhiét dd, oxy hoa tan, dién cuc
do bot va cac bo cam bién (sensor) duge khuéch dai va gin véi cac may phan
tich tu dong cac thanh phan méi trudng, roi lai tu dong diéu chinh mé cac van
dién ti b6 sung cic chit cAn thiét cho su phat trién caa vi sinh vat. Nho qua
trinh tu dong hoa va may tinh cai diat sdn chuong trinh diéu khién nén cong
nghé 1én men da trd thanh mot nganh cong nghé vita hién dai viia cé stic hap
dan nhiing ai dang lam viéc trong linh vuc nay.

4. VAN PE CUNG CAP KHONG KHi VO TRUNG CHO NHA MAY LEN
MEN VI SINH VAT

LA\

2 3 4 5 6 7 8

Hinh 3.5. So d6 hé théng thiét bi loc khéng khi vé triing

1. Loc so bd; 2. May nén khi; 3, 5. Thiét bi lam ngudi khi;
4. Binh ch(ra khi; 6. Thiét bi loc khi lan th( nhét;
7. Thiét bi say khi; 8. Thiét bi loc khi lan hai.

Trong quéa trinh 1én men cac vi sinh vat hi€u khi dé thu nhan san pham,
van dé cung cdp khong khi vé khudn 14 mot trong nhiing van dé khé nhat caa
cong nghé lén men. Piac biét nhiing vung khi hau néng 4m quanh ndm nhu
Viét Nam lai cang cin phai quan tdm. Bdi vi néu khéng tach hét hoi 4m c6
trong khong khi thi vat liéu loc sé bi &m va khong con kha ning loc sach vi
khuén c6 trong khong khi. Trong khong khi do gi6 cudn theo bui ban tir dat, ti
viung dan cu nén néng do vi sinh vat cé trong khong khi phu thudc rat nhiéu
vao vi tri xdy dung nha may. Néu nha may x4y dung 6 ven ring, xa cach khu
dan cu thi kha ning gay nhiém it hon. Yéu cau khéng khi cung cap cho cac
qua trinh 1én men phai sach gan nhu tuyét d6i (loai di 99,9999%) cac hat bui
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va cac vi sinh vat c6 kich thuée (0,5-2,0 um). Chi phi dién nang cho cong nghé
loc khi v6 khuén ciing rat 16n. Thanh cong hay that bai clia cong nghé 1én men

chinh 14 van dé vé khuén cta khéong khi.
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. B6 phan ép vat liéu loc

. Ludi trén

. Véat liéu loc

. Than hoat

. Ng&n dé chita vat liéu loc
. Lu6i d& vat liéu loc

. Than thiét bi loc

. Vo ngoai.

Hinh 3.6. Thiét bi loc khi vo trung

5. KHU TRUNG MOI TRUONG TRONG
CONG NGHE LEN MEN

Trong cong nghé 1én men chim dé thu
san phidm, néu cic thiét bi 1én men c¢6 dung
tich tu 30 lit dén 10.000 lit thuong moéi trusng
dugc pha ché truc tiép trong thiét bi 1én men.
Sau d6 dung hoi néng dun dén nhiét do khi
trung qua bd phan truyén nhiét giti nhiét do
va thoi gian khi trung thich hgp. Khi trung
xong, mdi truong dugc lam ngudi dén nhiét do
thich hop (25-30°C). Khi 1én men vi sinh vat 6
thiét bi 16n hon (50.000-300.000 lit) néu dun
néng truc ti€p dé khi trung thi doi héi cong
sudt ctia thiét bi cung cap hoi 16n, néu khéng
thoi gian dun dén nhiét d6 khi trung qua dai
sé lam anh hudéng dén chit lugng cac thanh
phan dinh dudng c6 trong méi trudng, tir d6 sé
anh hudng dén su phét trién ctua vi sinh vat
lén men dé thu san phdm. Vi vay trong coéng
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Hinh 3.7. So dé c4u tao thiét bi
kh(r trung lién tuc

1. Than cot. 2. Ong trao ddi nhiét
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nghé 1én men chim ngudi ta da ché tao ra thiét bi khi trung lién tuc (cot khi
trung) dé khéc phuc cac nhuge diém trén. Cot khi trung lién tuc con cb uu
diém niia 1a: cho phép pha ché riéng tung thanh phan méi trudng va khi
trung 6 nhiing ché do riéng nén moi truong dinh dudng khong bi pha huy
(hinh 3.7).

6. LOC VA THIET BI LOC TRONG CONG NGHIEP SAN XUAT KHANG
SINH

Trong cong nghiép vi sinh vat néi chung va cong nghiép khang sinh néi
riéng, thudng phai loc mot thé tich 16n méi trudng lén men trong d6 chia vi
sinh vat (xa khuén, n&m mdoc, vi khuén). Ching 14 nhiing ca thé kich thuéc
vita nho lai ndm trong moéi trudng c6 d6 nhét cao do cac san phidm trao déi
ch4t ctia vi sinh vat cting véi thanh phan méi trudng dinh dudng chua st dung
hét, dau pha bot... néng dd cac chat khang sinh trong moéi trudng thap, nhiéu
ch&t lai khong bén viing. Vi vay dé chiét xudt va tinh ché& dudc hoat chit, cong
doan quan trong bac nhat 1 phai loc &é phan riéng sinh khéi va dich loc trong
khoang thdi gian ngén cho phép. Dé loc duge nhanh can phai thém cac chit trg
loc, cac chat c6 kha ning lam doéng von protein... Tuy nhién thiét bi loc ciing
rit quan trong. C6 thé dung loc ép khung ban dé loc dich 1én men. Song nhudgc
diém cta thiét bi loc ép 1a lam viéc khong lién tuc. Khi sinh khéi da chat day
cac khoang lai phai thao ba va lap lai thiét bi réi méi tién hanh loc tiép dugc.
Vi vay trong cac nha may san xuat khang sinh thuong st dung thiét bi loc
tréng quay (hinh 3.8). Uu diém cta thiét bi nay 1a c¢6 thé lam viéc lién tuc, tu
dong hoa viéc loai ba. May chi ngiing lam viéc khi ndo ning suit loc giam,
may c6 dién tich bé mit loc 16n nén ning suit loc cao.

Thung réng

Bé& chira huyén phu
Vi loc

Dao cao ba

Canh khuay

Céc ngan

Ong néi

© N o gk 0w h-=

Voi phun nudc rira

Hinh 3.8. So dé cat ngang may loc chan khéng hinh tréng
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7. TRINH TU QUA TRINH LEN MEN

Dé chuén bi cho 1én men ¢ qui mé cong nghiép, trude tién gidng duge
chon loc trén hop petri, 14y mot khuén lac nudi trén thach nghiéng roi nuéi
cho phat trién ¢ nhiét d6 thich hop, tiép sau chuyén vao binh tam giac
(erlanmayer) nuéi trén may ldc dé cho vi sinh vat ti€p tuc phat trién. Cac budc
ti€p sau d6 gibng duge nudi trong cac binh 1én men c6 khudy trén tir thé tich
nho dén thé tich 16n hon (2 c&p). Gidng nudi trén binh nhan gidng cap hai dudge
kiém tra cdn than vé tdt ca cac tiéu chudn can thiét, néu dat yéu cAu mdi
chuyén vao thiét bi 1én men nudi tiép dé thu san pham (hinh 3.9).

®

Hinh 3.9. So d6 qua trinh chuan bi giéng dé 1&én men

a. Ong giéng; b. Giéng nudi trén thach nghiéng;
c. Giéng nubi trén may |&c; d. Binh nhan giéng cép 1;

e. Binh nhan giéng cép 2; . Binh I&én men tao san phdm.

8. THIET KE MOI TRUOGNG CHO QUA TRINH LEN MEN

Nuéc 1a thanh phan chinh, 14 trung tAm ctia moi qua trinh sinh hoc. Cac
thanh phan dinh dudng méi trudng déu hoa tan vao nuéc, tit d6 cac vi sinh vat
méi c6 thé hdp thu va dong hoa dé phat trién. Sau khi quéa trinh 1én men két
thuc, viéc loai b nuée dé tinh ché thu san pham 14 moét van dé kha phtc tap.
Chi phi cho cong doan nay chiém phan 16n gia thanh san phdm. Trong cong
nghé 1én men st dung kha nhiéu cac nguyén liéu dang tho, c6 thé coi nudc
cling 1a nguyén liéu tho. Trong cac qua trinh 1én men, vi sinh vat caAn nhiéu
ning lugng. Ngudn cung cdp ning lugng d6 thuong st dung hydrat carbon.
Nguédn nito dé xay dung nén cac thanh phan caa co thé, trong d6 c6 dang nito
vb ¢d va nitd hiiu ¢, cac nguyén t6 vd co (bang 3.5).
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Bang 3.5. Nguon hydrat carbon va nita ding cho céng nghiép 1én men

Ngudn hydrat . Nguén nito
Dang dung
carbon (% nito/ trong luogng)
Glucose Moﬁnohydrat tinh khiét, tinh b6t thuy Lda mach (1,5-2,0)
phan
Lactose Lactose tinh khiét, bot sira Mat ri cl cai dudng (1,5-2,0)

Cao ngb (4,5)

Laa mach, bot lac, yén mach, bot | Botlac (8,0)

Tinh b6t Nr A
' gao, bot dau tuong B6t yén mach (1,5-2,0)
B6t dau tuong (8,0)
Saccharose Mat ri cu cai duong, dudng thd, mat, Bot sita (4,5)

duong kinh tinh khiét

Trong mét vai trudng hop con cin cac nhan td phat trién ho#c cac tién
ch&t dé diéu khién vi sinh vat tao ra cac chit ma ta yéu cau. Vi du lén men
sinh téng hgp vitamin B,, nhd vi khudn Propioni bacterium shermanii cin bo
sung vao mdi trudng chit 5, 6 dimetylbenzimidasol dé tao ra phan ti vitamin
B,, that, va hiéu suét ciing cao hon. Cac nhén t6 phat trién hay cac tién chat
chi can véi s6 lugng nhé mg/lit, thiéu né qua trinh sinh téng hgp sé that bai.

Mbi trudng nudi vi sinh vat cAn duge khi trung dé loai di t&t ca cac vi
sinh vat tap nhiém lan trong nguyén liéu. Cong doan khi trung moi trusng
cling rdt quan trong. Vi néu con lai nhiing ca thé vi sinh vat la chua bi tiéu
diét, ching sé tiép tuc phat trién ciing véi vi sinh vat nubdi cdy lam héng qua
trinh 1én men. Thudng goi day la su nhiém trung. Trong nhiing ndm 50 cua
thé ky XX, cong nghé 1én men cho phép nhiém triung 10% vi khi d6 ky thuat
lén men méi bat dau phat trién. Van dé kht trang méi trusng va loc khong
khi dé dat dugc tuyét doi vo trung 1a diéu cuc ky khé khin. T nhiing nam 70
cua thé& ky XX, cong nghé 1én men khong cho phép dudc nhiém trung. Qua
trinh 1én men néu bi nhiém trung phai do di sé lam thiét hai to 16n vé kinh té.
Qua trinh 1én men c¢6 thanh cong hay khéng phu thudc chinh vao chat lugng
moi truong dinh duéng va k§ thuat khi trung méi trudng.

9. LEN MEN TREN CO CHAT RAN

Trén thuc té qua trinh 1én men trén co chat rén (x6p) ciing dudc Gng
dung rong rai ti lau doi. Nudi ndAm méc A. oryzae, A. niger... trén com gao hay
ngd dé lam tuong theo phuong phap truyén théng hay céng nghiép. Nudi céc
ndm méc trén cam va trdu dé tao amylase dung trong céng nghiép 1én men
rugu, trong nam trén co chit 14 rom, ra, mun cua bong thai loai ... va nhiéu thi
du khéc niia. Lén men trén co chét rdn c6 uu diém 1a d& thuc hién, khéng doi
hoi thiét bi dit tién, diéu kién vé trung ciing khong cin tuyét d6i do d6 ngudi
thao tac ciing khéng can c6 trinh d6 cao. Thudng goi cong nghé 1én men trén co
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chat ran 1a cong nghé gia dinh, cong nghé 1én men truyén théng. Chinh céng
nghé nay da bé sung duge rat nhiéu san phdm qui hiém, dic biét 1a nhiing
thuc phdm 1én men cin s6 lugng it giau dinh dudng trong khi cong nghé 1én
men chim khéng thé thuc hién dugde (bang 3.6).

Bang 3.6. Mot vai vi du 18n men trén co chat ran

Vi du Cd chat Vi sinh vat sir dung

Trong ndm

R o Rom. bhan Agaricus bisporus, Lentinula edodes, Volvariella
(Au chau va ' P volvaceae
phuong déng)
Dua cai bap Cai bap Vi khu&n /actic
Tuong Pau tuong va gao | Rhizopus oligosporus
Chao Dau tuong Rhizopus oligosporus
Phomat Bot sita Penicillium roquefortii
Acid hiiu co Ri dudng Aspergillus niger
Céac enzym Cam gao, mi Aspergillus niger

H6n hdp cac chat

hitu o Nam méc, vi khuan, xa khuan

Phan trén

Céac thanh phan

S Vi khudn, ndm méc va protozoa
cla nudc thai p

XU ly nudce thai

Cac nude phuong tay thuong ap dung phuong phap lén men nay dé trong
ndm, san xudt phomét. Mot uu diém nia cta k§ thuéat 1én men trén co chét
rén 14 c6 thé 1én men cung mot lic mot hodc hai, ba vi sinh vat trén co chat d6
ma khong goi 1a nhiém trang. Mot vi sinh vat tao ra san phdm 1én men chinh,
vi sinh vat thd hai c6 thé tao ra huong vi ... 1am cho san phdm 1én men thém
h&p dan va gia tri. Ndu rugu bing banh men thudc bic 14 vi du dién hinh.

Ngudi ta ciing ché tao ra cac thiét bi dé 1én men cac cd chit rin, tuy nhién
c4u tao ctia n6 don gian hon nhiéu so véi thiét bi 1én men chim (hinh 3.3).

10. KY THUAT NUOI CAY TE BAO PONG VAT VA THUC VAT

Céac phan trén da mo ta cac qua trinh k§ thuat 1én men vi sinh vat (vi
khuén, ndm men, ndm mdoc). Trong nhitng nam gan day ky thuat nudi cdy té
bao déng vat va thuc vat da dude ddy manh nghién ctu va c6 nhiéu tng dung
trong thuc t€. St dung k§ thuat nudi cdy t€ bao dé chuyén vi sinh vat vao
mot loai cdy trong nao d6 bang ky thuat di truyén sé dé cap dén 6 mot
chuong riéng. O day ta chi xem xét dén kha ning nudi cdy t& bao thuc vat
thuan tuy trong cac binh 1én men dé thu san phdm, giéng nhu lén men vi
sinh vat. Trén thuc t& ngudi ta cling da thu dudc nhiing két qua gy a4n tuong
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va ¢6 thé chdp nhan dudc néu nhu tién hanh trén d6i tugng 1a nhitng ciy cé
gia tri kinh t& cao nhu cdy duong dia hoang (digitalis), nhai (jasmine), luu
lan huong (spearmint).

Nudi cay té bao thuc vat bang phuong phap nudi cdy chim c¢6 khudy tron
va suc khong khi v6 tring vé nguyén tic cling giong nhu 1én men vi sinh vat.
Tuy nhién mtic d6 cung cap khong khi va téc do khudy 6 day thap hon nhiéu
so v6i 1én men vi sinh vat. Tuy da c6 nhiing san phdm nubi cdy t& bao thuc vat
trén thi trudng nhung ngudi ta cling it hy vong 14 né sé c6 nhiing san pham
hang hoa canh tranh trén thi truong trong tuong lai. Nuéi cdy mo té& bao thuc
vat dugdc ap dung dé nhan giéng vé tinh, sach bénh cung cip gibng ciy trong.
Nudi c8y t€ bao va mé déng vat trong vai chuc nam trd lai day ciing phat trién
rong rai do ap dung k¥ thuat di truyén. Hang loat t&€ bao va mé da dugc nubi
cdy nhan tao nhu: t& bao tuy xuong, sun, gan, phdi, vd, da, rudt, than, than
kinh, tuyén yén va nhiéu loai t& bao ung thu khéc. St dung phuong phap nudi
cdy t€ bao trén qui mé cong nghiép dé san xudt ra nhiing ché phdm sinh hoc c6
gia tri cao dung trong y hoc nhu cac vaccin (bai liét, s6i, quai bi, dai ...),
interferon, caAc hormon, insulin, plasminogen va cac khang thé. Van dé khé
khian chinh trong ky thuat nuéi cdy t& bao la: t& bao nudi rat nhay cam véi
nhiing vi sinh vat nhiém trong méi truong. Do dé nudi cay té& bao phai thuc
hién 6 diéu kién vo6 trung tuyét déi. Khi tach 14y mot t& bao ti mot co quan
cta dong vat da biét goi 1a t& bao gbc chuén bi cho nudi cdy tiép sau, 6 giai
doan nay cac té bao thuong khong dong nhat, sau d6 phai tim ra dudc té bao
dai dién cho t& bao kiéu cha me biéu hién nhiing dic diém ctia mé hoc. Sau
mét vai 14n nudi cdy trén moéi trusng chon loc, dong t& bao chon duge ching
nhiing khéng chét ma chuyén thanh dong t& bao lién tuc. So sanh véi dong t&
bao nudi ban dau thi thay rd ching da c6 nhiing thay d8i trong hinh thai cta
t& bao chat, t&€ bao phat trién nhanh hon, ting thém mot s§ dic diém & nhiém
séc thé. Té bao dong vat khong nhiing phat trién khi nuéi cdy & dang nhi dich
ma con moc dudc trén bé mit moi trudng dic. Cac t& bao nhu kiéu Hela (cac t&
bao da bién d6i tit mot t€ bao u ac & ngudi) ciing c6 thé phat trién trong moi
truong nudi cady huyén dich, trong khi d6 cac té bao goc hoac té& bao diploid
binh thudng chi moc trén bé mit méi truong dic. Nudi cady bé mait cac té& bao
dong vat bi anh hudng bdi dién tich bé mit ma té bao tiép xic, do vay phai tao
ra cac thiét bi nudi sao cho bé méit tiép xuc ctua té bao dat duge téi da. C6
nhiéu kiéu binh nudi duge thiét k& theo cac hinh dang khac nhau nhu dang
éng, hodc chai bet c6t dé cho mét thoang rong dé t& bao dé dang ho hép.

Nudi cdy dang huyén dich c6 thé tién hanh trong cic binh 1én men nhu
nudi vi sinh vat. Gan day con két hgp nuoi cdy dang huyén dich c6 bé mat tiép
xic rong bang cach nudi t& bao trén nhiing hat mang t&€ bao dang dic biét
giong nhu Sephadex - DEAE. Cac hat nay c6 dién tich bé méit 7 cm*mg. Cac
hat nay néi trén huyén dich. Bing cac k§ thuat nudi cdy té& bao ngudi ta da
san xuét thanh cong nhitng duge phdm quan trong khang virus va ung thu.
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11. QUA TRINH TINH CHE PE THU SAN PHAM [oc /1y tam |

Sau khi két thiuc cong doan nudi cay vi sinh vat hoac v
t& bao dong vat, phai tim cach chiét xuat 14y hoat chat va [ pha vé t€ bao ‘
tinh ch& san pham dat dudc cac tiéu chuédn can thiét theo
qui dinh dung diéu tri. Qua trinh nay goi la qua trinh ¥
xudi dong (downstream processing), tuy theo san phidm [ €6 dac ‘
chtia trong méi truong 1én men ma chon phuong phap xu i
ly thich hgp. ‘ ETEpI ‘

Cong doan tinh ché& san phdm doi héi nhiéu nhan
cong, nhiing nhan cdng nay phai cé kién thic va ky ning S
cao vé chuyén mén. Thudng st dung cac can bo hoa sinh, l imikiknmmm ‘
ho4 hoc, vi du 6 nha may Eli Lilly san xuat insulin c¢6 200 Ii
can b§) thi }Edn 90% s6 nguoi nay lam viéc ¢ cong doan tinh l P ‘
ché san pham.

Cong doan chiét xudt dé thu san phdm con quan Y
trong hon cong doan 1én men bdi vi cac san phidm thudc ‘ pae ‘
nhém nay thuong rat khong bén viing, ham lugng chtda |
trong mdi trudng lén men hodc trong t& bao thuong rat ‘ Két tia ‘
thap (0,1-3,0%). Do d6 chiét dé 14y ra dudgc 1a v cung khé
khin. Céng doan tinh ch& san pham con quyét dinh t6i gié v
thanh ctia san phdm. Vi du céng nghé 1én men san xudt ‘ tinh ché ‘
penicillin, nhiing ndm 60 ctia thé ky XX chiét xuit chi lay
ra dugc 60% hiéu sudt méi truong. Hién nay do cai tién ky 0 - h
thuat da c6 thé chiét ra duge 90% hiéu suit méi trudng. | kettinh |

Cac phuong phap st dung bao gém: loc, ly tam, chiét L
bing dung méi, boc hoi chan khong, hip phu, dién di, |  sicky |
tham tich, loc mang chon loc... il

Cong doan chiét xuat va tinh ché san phdm bao gom ‘ bién ddi ‘
nhiéu buéc (hinh 3.10).

v
[ say kho ‘

Hinh 3.10. Cac céng doan
i tinh ché san pham
TU LUQNG GIA

R oA 2 A A N A A * A ~ (N c 1A L A
1. Keé tén cic bd phan va yéu cau thiét ké ctua thiét bi 1én men vi sinh vat.

2. Trinh bay cac phuong phap loc khong khi v6 trung va tam quan
trong cua loc khi v6 tring cho nha may lén men.

3. Tai sao phai khti trung méi truong trong cong nghé 1én men?

4. Néu cau tao cac thiét bi loc trong cong nghiép san xuat khang sinh.

5. Neéu trinh tu qua trinh lén men.

6. Néu trinh tu qua trinh tinh ché& dé thu san pham.
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Chuong 4

KY THUAT SAN XUAT ENZYM

MUC TIEU
Sau khi hoc xong chuong nay sinh vién phai trinh bay dugc:

1. Ky thudt sdn xudt enzym noi chung va enzym dung trong y hoc dé diéu
tri bénh.

2. Nguyén tdc va #ng dung ctia phuong phdp bit dong enzym.

1. DAI CUONG:

Enzym 1& nhiing phan ti protein phtic tap ton tai trong cac t& bao séng,
tai d6 ching déng vai tro xtdc tac sinh hoc lam bién d6i hoa hoc cac co chét. Do
su phat trién ctia hoa sinh phan tt ngudi ta da hiéu biét kha ré vai trd cia cac
enzym trong té bao séng. Cho du enzym dugc hinh thanh trong té bao song,
nhung néu tach roi enzym ra khoi t& bao né van thuc hién dudc chiic ning xtic
tac sinh hoc in vitro. Nho tinh ch4t ki diéu d6 da 1am ting kha nang st dung
enzym trong cac qua trinh cong nghiép. Hang nam cong nghiép enzym thé gi6i
san xudt hang ngan tidn tap trung vao mot s6 enzym sau: proteinase,
amyloglucosidase, amylase, glucose isomerase, rennet, pectinase...

Hoat tinh cta enzym 1a dic diém xic tac tu nhién ctia né. Mbi enzym thuc
hién xtdc tac cho mot phan ting, trong té€ bao séng c6 hang loat enzym khac nhau
dé thuc hién mét chudi phan tng lién tuc nhu cac enzym trong mach ho hap t&
bao. Cac phan ting xtdc tac cia enzym duge thuc hién ¢ nhiét do binh thuong,
ciing phan ting 4y néu thuc hién bang hoa hoc ddi héi 6 nhiét do va ap suit cao.
Kha nang phan gidi clia enzym ciing that ky diéu, vi du 1 gram vi khuén lactic
¢6 thé bién d6i mot tan lactose thanh acid lactic trong vong 1 gid! Enzym tach
khoéi t€ bao duéi dang tinh khiét ¢ thé thuc hién phan tng xdc tac bién d6i co
chét nhiéu 14n véi k§ thuat dic biét c6 thé kéo dai thoi gian st dung enzym dén
6 thang! Chitic ning xuc tac cia enzym con phu thudc vao cdu hinh khong gian
cta ching, chi can lam thay ddi cdu hinh khong gian bing pH hay nhiét d6 1a
enzym bi bat hoat. Mot vai enzym c6 gin thém coenzym, cac coenzym nay cb
thé 1a cac ion kim loai, cac nucleotid, cic vitamin ...

Do c4u tric khac nhau nén cac enzym cé thé thuc hién cac phan tng xuc
tdc ¢ nhiét do (0-11°C) va ¢ pH tur 2-14. Enzym khong doc, san xudt enzym
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khong doi hoi cac thiét bi chéng 4n mon nhu trong céng nghé hoa hoc. Ky
thuat enzym bao gém lén men vi sinh vat, chiét xuat, tinh ché rdi st dung
enzym 0 dang hoa tan hoidc dang enzym b4t dong. Enzym dugc st dung trong
nhiéu linh vuc khac nhau cta doi séng hang ngay, trong cac linh vuc nghién
cttu khoa hoc, duing trong y hoc va bao vé mdi truong.

2. CAC UNG DUNG CUA ENZYM

Hang ngan nam trudec day loai ngusi da bist G chua dé gid thuc phim
dugc 1au hon, biét lam banh mi, phomat, lam tuong, nidu rudu va lam vang tu
qua nho (bang 4.1). Hai trudng ca néi tiéng ¢6 Hy lap la Iliad va Odysei
(khoang 700 nim trudc cong nguyén) ciing néi téi cadch lam phomat, ché rugu
nho nhung chéng ai biét duge thu pham cta qua trinh d6 14 enzym vi sinh vat.

O cac nudc phuong Tay, cong nghiép enzym dude hiéu biét chi xung
quanh vadn dé ndm men va malt, nghé truyén théng cia ho xem nhu chi cé6
cong nghiép lam banh my 1a phat trién. Do d6 & nhiéu nuéc phat trién hoa
sinh tap trung vao lén men san xuat men cho cdng nghiép lam banh my va
bién d6i tinh bot thanh dudng. Trai lai cac nude phuong Pong chd ¥ nhiéu dén
ché& bién thuc pham bing 1én men. Ho st dung cac ndm &n lam ngudn enzym.
Nam 1896 § cac nudc phuong Tay cé giéi thiéu ban enzym dau tién tit vi sinh
vat 12 takadiastase ti Aspergillus oryzae, @6 la enzym thuy phan. Phuong
phap san xudt enzym nay da dudc bat dau hang ngan nam truéc ¢ Chau A.
Otto Rohm nhéa hoa hoc néi tiéng ngusi Ptc da tach duge protease dau tién ti
phan ché, sau d6 da tién hanh chiét enzym nay ti cic tang ctia dong vat.

Nam 1905, ngudi ta da tach duge pancrease tit gan bo va lgn. Vao gitia
nhiing nam 1950 k§ thuat enzym phat trién nhanh chéng. Do céng nghé lén
men chim san xuét penicillin doi héi nhiing hiéu biét méi dé lén men & qui mé
16n vi sinh vat san xuit enzym, ngudi ta dic biét chd trong dén enzym tir vi
sinh vat vi cac ly do sau:

o g N , o « R ~ x A N
Su hiéu biét co ban vé cac dic diém cua enzym da dan dén viéc st dung
rong rai enzym vao cac linh vic khac nhau ctia doi séng.

Hau hét cac enzym ting dung trong céng nghiép déu do vi sinh vat tao ra.

Lén men vi sinh vat ¢ qui mo cong nghiép dé thu nhan enzym ciing 1a
mét cong nghé 1én men nudi vi sinh vat dé thu enzym, vi sinh vat tiét cac
enzym vao moi truong dé phan giai co chit déng hoa thic an tit moi trudng,
enzym con du thita trong moi trudng dudc nghién ctu dé thu héi. Néng db
enzym tao ra trong moi trudng thuong rat thap (1-2%), viéc chiét tach dé thu
enzym duéi dang tinh khiét ciing rat khé khin, nhat 14 cAc enzym c6 yéu cau
tinh khiét cao dung trong y hoc. Vi du 1 gram enzym tinh khiét gia vai tram
déla, trai lai enzym dang tho hoat luc 1% gia chi c¢6 1 dola/kg. Thudng st dung
enzym dang thé cho cong nghé ché bién thuc phadm, lam trong bia, nuée qua ...
Phan 16n enzym st dung trong cong nghiép déu la nhiing enzym ngoai bao,
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mot s6 enzym khéc cling dude san xuit cong nghiép, nhung lai 12 enzym noi
bao. Vi du glucose oxydase dung bao quan thuc phdm, asparaginase dung diéu
tri ung thu mau, penicillinamidase (penicillinacylase) dung dé san xuat 6-APA
tit penicillin 1am nguyén liéu ban téng hgp khang sinh nhém beta lactam.

Bang 4.1. Cac enzym vi sinh vat va (ing dung cla chung

Enzym Vi sinh vat Ung dung Cdng nghiép
. N&am méc . Banh mi . Banh mi
« Vikhuan . Bao bot . Giay
. Nam méc . San xuét glucose « Thuc phdm
ﬁrmy;)%st;a (Phan gidi | g0 . H6 hoa vai . Tinh bét
. N&am méc . Tro gitp tiéu hoa . Dugc phdm
« Vikhuan « R hé vai . Dét
« Vikhuan . T&yvétban . Giatla
« N&m méc « Banhmi . Banh mi
. Vikhuan . Tay vétban . Giatkho
Protease (phan giai | * Vi khuan « Lam mém thit . Thit
protein) « Vikhu3n . Lam sach vét thuong « Y hoc
. Vikhuan « XU@ly soi . Dét
« Vikhudn . O giadinh . Giatla
thvgr:tzzgc(ktlgggse) Nam men Keo x6p ¢6 nhan Keo x6p
Glucose oxydase Nam méc + Lodl b,é gluco?e + Thee phé:m
. Kit gidy th(t tiéu dudng . Dugc pham
Glucose isomerase Vi khuén Siro fructose tu ngd D6 uéng nhe
Pectinase Nam méc Loc lam trong Vang, nuéc quéa
Rennin Nam maoc Dong tu sira Phomat
Cellulase Vi khuan Tay rlia Giat la

Nghién ctiu cac enzym noi bao van con 1a van dé hap din nhim tim ra
cac enzym dic hiéu dung trong chan doan va diéu tri. Viéc phét hién ra tinh
chét tdy ria ctua enzym da lam cho cong nghé nay phét trién nhanh chéng
trong nhiing nidm gin day, né lam giam bét di lao dong don gian, gidm di su 6
nhiém moéi trudng. Cac nuéc Tay Au thuong gidt quan 4o bang nude néng (65-
70°C) dé quan 4o dudc sach, trong khi d6 § My va Canada thuong giit & 55°C.
Ngudc lai 6 Nhat Ban lai giat ¢ nhiét @6 binh thuong nhung thoi gian giat kéo
dai hon. N6i chung da s6 dan ching ua thich bot gidt st dung 6 nhiét d6 binh
thuong (20-30°C).
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Do k§ thuat san xuat enzym ngay cang dudc cai tién nén gia thanh lién
tuc giam di trong nhiing ndm qua. Theo thong ké cia Phong Thuong mai va
Coéng nghiép Hoa Ky thi doanh thu enzym trén toan thé giéi khoang 750 - 850
triéu USD. 80% doanh s6 nay thudc vao 3 enzym sau day: bién d6i tinh bot
40%, tay ria 30%, ché bién stia 10%.

Bang 4.2. San xuat enzym cong nghiép 6 mét sé nudc phuong Tay

M6t s6 nudc phuong tdy | San lugng enzym (tdn) | Ty lé %
USA 6.360 12
Nhat 4.240 8
Dan Mach 24910 47
Phap 1.590 3
D 3.180
Ha Lan 10.070 19
Anh 1.060 2
Thuy ST 1.060 2
Cac nudc khac 530 1
Téng sé 53.000 100

Trong nhiing nam gan day, k¥ thuat tai t6 hgp ADN ngay cang c6 nhiéu
tng dung, nhiing vi sinh vat dudc bién ddi gen c6 nang suit tao enzym cao
hon, ciing v6i ky thuéat 1én men va thu héi san phdm ngay cang hoan thién nén
gia thanh enzym lién tuc giam. Nhiing enzym dung trong y hoc lam kit chan
doan hay diéu tri mot s6 bénh hiém nghéo s lugng dung rat nhé (mg hoic
microgram) nhung gia cuc ky dat (100.000 dola/kg). Pac biét, ky thuat bat
dong enzym ra doi da lam cho cdc qué trinh san xuit tu dong hoa nén hiéu
qua st dung enzym rit cao. K§ thuat bat dong enzym c6 thé coi nhu nhiing vi
chip dién ti trong may tinh, lam cho cong nghé enzym tré thanh mot nganh
khoa hoc hap din va hiéu qua. Chi cin 1 kg penicillinamidase bat dong trén
mang polyacriamid cé thé san xuét duge 1000 kg 6-APA.

Su ting trudng cua thi truong enzym trén thé giéi theo hai xu huéng sau:
san xuit cac enzym dung trong cong nghiép véi sd lugng 16n va cic enzym cé
do tinh khiét cao véi s6 lugng nho ding trong phan tich, chan doan va diéu tri.
Hai quéc gia nhé bé ¢ Chau Au 1a Ha Lan va Pan Mach dudc coi 1a nhiing
“cuong quoc" san xuat enzym dung trong cong nghiép (bang 4.2).

Trong linh vuc nghién ciu vé enzym hién nay ngudi ta tap trung vao viéc
xt 1§ ngudn co chat vo tan la lignocellulose, mong muén bién déi ching thanh
nhiing san pham c6 ich phuc vu cho loai ngudi.

44



3. KY THUAT DI TRUYEN TRONG CONG NGHE ENZYM

Ky thuat tai t6 hgp ADN cho phép chuyén mét gen diéu khién sinh t6ng
hop mot enzym c6 ich nao d6 tit cd thé nay sang mét co thé khac. Co thé nhan
gen ngoai lai goi 1a vat chi. Muc dich cta quéa trinh chuyén gen nay la dé tao
ra mot vi sinh vat c6 kha niang sinh tong hdp enzym c6 ich ma viéc nudi vi
sinh vat nay trong diéu kién don gian hon, qua trinh chiét xuat va tinh ché
enzym dé dang hon. Nhu vay sé& hiéu qua kinh t& hon. Nguyén tic chuyén gen
dé tao enzym dude minh hoa & s6 d6 hinh 4.1.

Bing k§ thuat chuyén gen néu trén, hing Novo Nordisk da thuc hién
chuyén doan ADN gen tit n&m mdc Humicola languinosa sang cho Aspergillus
oryzae tao dugc enzym lipolase san xudt thich hop trén qui mé céong nghiép
dung trong nghién ctu enzym. Céng nghiép tdy rta dat hiéu qua kinh té cao.
Lipolase bén viing ¢ nhiét d6 va cac pH khac nhau. Su bién d6i cac enzym
nhim cai thién dic diém xuc tac cia ching chi méi thuc hién trong vai thap
ky viia qua. Trudc day, cong viéc d6 xay ra mot cAch ngau nhién, con hién nay
moi su thay déi déu c6 thé thiét k&€ mo hinh va thuc hién né mét cach cha dong
va ¢6 hiéu qua. Bang 4.4 cho ta thiy cac muc tiéu chinh dé nghién ctiu enzym.

Su phét trién ctia VSV
vGi enzym dugc st dung

Tinh ché Tinh ché
enzym mARN t8ng hop

Y Y

Phan tich mét phan
chudi amino acid

l l

Téng hop cac mau Taité hop AND
oligonucleotid vao E.coli (c.ADN)

mARN | —» ADN

» Xac dinh cADN sgi don
béng cach lai v6i mau oligo

A

Y

Chuyén vao vat chl SX cong nghiép
(Aspergillus oryzae)

Y

San xuét céng nghiép
enzym

Hinh 4.1. Nguyén tac chuyén gen dé tao enzym
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Bang 4.4. Nhiing van dé can nghién ciu dé bién ddi enzym

« Nang cao hoat tinh clia enzym.

« Tang dé &n dinh.

« Cho phép enzym hoat ddng 6 méi trudng thay déi.
« Thay d8i pH hoac nhiét dd t6i uu.

« Thay déi han dac tinh clia enzym nhu ching c6 thé xuc tac cho
su bién d8i mot co chat hoan toan khac.

« Thay d6i phan (ing xuc tac.

« Nang cao hiéu qua clia qua trinh.

Ky thuat protein con dugc goi 1a “phau thuat phan ti” da duge st dung
dé thuc hién bién d6i cac phan ti enzym. Ky thuat protein cia enzym c6 lién
quan dén md hinh khéng gian ba chiéu ctia mdt enzym tinh khiét khi tién
hanh nhiu xa phan ti bing tia X. Su thay ddi ciu tric cia enzym ciing cé thé
la két qua lam téng tinh 6n dinh cta enzym. Vi du, pH va nhiét d6, yéu cau
bién d6i phan tli enzym dudc thuc hién bing chinh su thay d6i ma di truyén
cta vi sinh vat tao ra enzym. C6 hai con dudng chinh dé nghién ctiu thuc hién
muc tiéu d6. Thi nhat 14 dot bién gen dé vi sinh vat tao ra enzym cé céu tric
ma thanh phin va trinh tu cac amino acid thay d6i. Phuong phéap thi hai c6
lién quan dén chiét xuat enzym tu nhién va lam bién d6i cAu tric phan ti caa
chinh enzym d6 bang hoa hoc - d6i khi con goi 1a d6t bién “hoa hoc”. Mot vi du
dé minh hoa cho diéu d6 1a: da lam bién d6i cdu tric cla enzym phospholipase
A2 bén viing hon trong méi truong acid va enzym nay dudgc tng dung rong rai
trong cong nghiép ché bién stia. RO rang 1a k§ thuat gen va va ky thuat
protein da déng vai tro quan trong trong viéc nghién cu enzym dung trong
cong nghiép. Ky thuat gen gép phan lam giam gia thanh san phim, tao ra cac
enzym méi tit vi sinh vat, cac chuong trinh nghién ctu sé phat trién nhanh
hon ...

4. KY THUAT SAN XUAT ENZYM

Maic du c6 nhiéu enzym dude st dung c¢6 ngudn goc tu thuc vat va dong
vat, song nguén enzym d6 khéng thé thod man nhu ciu ctia cudc séng, vi vay
phai tim nguén enzym phong phu tit vi sinh vat. Ngay ca qua trinh dudng hoa
tinh bot truéc day st dung malt (théc mam), thi ngay nay ciing da dudc thay
thé& bang amylase ti vi sinh vat hiéu qua hon.

St dung vi sinh vat dé san xudt enzym c6 may loi thé sau:

— Hoat tinh cao trén mot don vi san phadm tinh theo trong lugng kho.

—  Khoéng phu thudc vao thoi tiét, thoi vu do qua trinh thuc hién trong
thiét bi kin c6 diéu khién.

46



— Céc enzym vi sinh vat c¢6 dic diém 1a hoat d6 manh trong pham vi
rong cua pH va nhiét do, dong thoi cling cé tinh chon loc cao
(asparaginase).

— Di truyén cong nghiép cho phép lua chon va tao ra nhiing vi sinh vat
cho hiéu suit enzym cao, dé dang 1én men va chiét xuit, tinh ché...
Cac enzym dic biét khé san xudt thudng dudge chuyén gen vao nhiing
vat cht nhu Aspergillus oryzae vi da biét ro dic diém phat trién cta
ching nén khong can phai nghién ciu tén kém.

Pé chon nhiing vi sinh vat san xuft enzym can chud ¥ c4c tiéu chuén sau
day: vi sinh vat d6 doi héi diéu kién 1én men don gian, enzym ngoai bao, qui
trinh thu san phidm va tinh ché khong phtc tap, enzym 6n dinh trong khoang
nhiét d6 va pH rong. Tuy theo muc dich st dung ma chon cac enzym cho phu
hgp. Vi du, cac enzym dung trong y hoc can hoat tinh enzym cao 6 pH trung
tinh. Cac enzym dung trong cong nghiép tdy rta cin cé hoat tinh cao ¢ pH
kiém. Nguyeén liéu cho cong nghiép 1én men san xuit enzym phai don gian, ré
tién. Thuong dung bot cua cac loai ngii cdc hodc ri duong, cao ngd. San xuit
enzym cong nghiép cé thé dung phucng phap lén men x6p hay 1én men chim
nhu da mo ta 6 Chuong 3. Ky thuat 1én men.

Phuong phap 1én men x6p san xuat enzym thuong ap dung nudi ndm maéc
da dugc ting dung ti 1Au 6 mot sd6 nudec nhu Nhat Ban, cac nuéc vung Vién
Dong dé san xuat amylase, protease, pectinase va cellulase.

Lén men chim san xuit enzym dudc tién hanh trong cac thiét bi giong
nhu 1én men san xuat khang sinh (hinh 4.2).

®

E@

NaC @
L Jﬂ"""""']
0 — ) 2

(BXE) @ W ©

Hinh 4.2. So d6 minh hoa céac giai doan san xuat enzym dang dung dich
1. Ong gidng, 2. Nudi trén may I4c, 3. Binh nhan gidng, 4. Thiét bi Ién men chinh, 5. Loc hinh
tréng, 6. Sinh khéi, 7. Cot tham thau ngudc, 8. Loc v khuén, 9. Lam lanh va két tda bang
NaCl, 10. Loc thu san phdm, 11. S8y khd, 12. Kiém tra chat luong, 13. San phdm tinh khiét.
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Mbéi truong lén men ciing bao gdm cic chat cung cdp ning luong nhu
hydrat carbon, ngudn nitd, méi trudng dude khit trung trong thiét bi 1én men,
sau d6 truyén giéng va tién hanh 1én men tit 30 - 150 gi¢ tuy theo chung vi
sinh vat. Céng nghiép san xuit thudng st dung thiét bi tir 10 - 50 m?.

Enzym thuong pham dudc san xuét duéi hai dang: dang bot khé va dang
10ng, c6 thé 1a dang tho hoidc dang tinh khiét (hinh 4.3).

Nuoi cay
trén moi
truomg xop
(dac)

chiét xuét |« sinh khoi [ loc, ly tam
l v
dich chiét dich loc
\—b- dich loc, |«
dich chiét
v A 4 Y
két tha loaibo | tach riéng
enzym dung moi | timg phan
A
4
sdy kho " dich
(boc hoti) “| dam dac
¥ A4
chat kho hay | in di
dich co dac | 6n dinh
| kiém nghié¢m, |

ticu chudn hoa

Y
San pham
xuat xuong

Hinh 4.3. Sc d6 chiét xuét va tinh ché enzym

Tuy nhién, du san xuidt & dang nao di niia néu cac enzym dé6 st dung
trong thuc ph4m hay y hoc déu phai thi doc tinh ctia ching réi méi cho phép
dung. Trén thuc t€ dé san xudt enzym cé do an toan cao cAn chon nhiing vi
sinh vat khéng tao ra doc t6, dong thdi nguyén liéu dung san xuit ciing luu y
dén viéc c6 tao ra doc t6 hay khong. Vi du, néu nuéi Aspergillus flavus trén
moi truong c6 kho lac, hay bot lac nhat dinh sé tao ra aflatoxin 1a chat gy ung
thu gan.
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Cho d&n nay méi chi c6 mét s6 lugng nhé vi sinh vat dude st dung dé san
xudt enzym. Vi vy huéng nghién ctiu tim ki€ém enzym ti vi sinh vat van con
14 van dé thoi su va hap dan.

5. PHUONG PHAP BAT PONG ENZYM (IMMOBILISED ENZYM)

Viéc stt dung enzym dé phan giai co chét cAn luu § dén tinh chét sau day
ctia enzym dé khoi lang phi: néu enzym & dang hoa tan hodc tu do troén vao
cling v6i co chdt dé tién hanh phan tdng thi enzym chi st dung duge mot 1an.
Vi khi phan tng két thuc ta khong thé 18y lai enzym d6 dé st dung lan sau.
Do d6 k§ thuat b4t déng enzym ra ddi, vé nguyén 1y c6 thé mé ta tém tit nhu
sau: enzym da tinh ch& ¢ dang tinh khiét dugec gin hoac géi trong nhiing
polymer khong hoa tan trong nudc, hodc hap phu trén cac chat tre vo cd hoic
héiu co. Cac hat enzym nay dudc nhoi vao cac cot hinh tru cé kich thude thich
hop, sau d6 cho dung dich co chat chay qua, enzym sé& thuc hién phan tng
phan cit co chat thanh san phdm tuong tGng. Thu 14y san phdm dé thuc hién
cac bude tinh ché tiép sau. C6 thé bat dong hoa cic enzym hoic cac té bao vi
sinh vat chita enzym tuong tng (hinh 4.4).

Khi enzym hoéc t& bao da bat dong hoa thi phan Ging phan giai co chat
dudgc thuc hién lién tuc v6i hiéu sudt cao, néu duy tri dugc cac diéu kién phan
tng khong thay d6i thi qua trinh c6 thé giii dude hang ngan gid, c6 nhiing qua
trinh phan tng kéo dai dudc 100 ngay méi phai thay d6i enzym méi. Do d6
enzym dugc st dung nhiéu lan, gia thanh san xudt mot don vi san phim sé
gidm di rat nhiéu.

Enzym dudc bat dong bang cach nao? Trén thuc t& st dung ca phuong
phap vat Iy va hoa hoc dé bat dong enzym.

Bing phuong phap vat 1§ enzym c6 thé duge hap phu lén trén mot cai
khuoén khong hoa tan, hodc dudgc goéi vao trong mot gel, hodc trong capsul
thanh cac hat vi nang, hoéc dan vao phia sau mo6t mang ban tham (hinh 4.4).

R

g—cH), —&

a. Cac kiéu bat dong enzym b. Bat déng enzym vdi glutaraldehyd

Hinh 4.4. Ky thuat bat ddng enzym va té bao
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Bang phuong phap hoa hoc, phan ti enzym dugc néi lai véi nhau tao
thanh cac soi ngang doc bang phan ting giiia cac nhém amin ctia enzym véi tac
nhan polymer hoi cia mot hoa chat nhu glutaraldehyd. Cé nhiéu phan ting
ho4 hoc c6 thé st dung dé bat déng enzym bang cach nay cidc nhém chiic ning
khoéng chinh yéu ctia ching dude gin véi cc chidt mang vo cé nhu gém, thuy
tinh, sit, titan ... hodc véi cc polymer thién nhién nhu sepharose va cellulose,
véi cac polymer tong hop nhu nilon, polyacriamid, cac polymer vinyl khac va
chinh cic polymer nay giti dudc cAc nhém hoa chitic hoat dong tré lai. Trong
nhiéu thu thuat thuc hién dé géi enzym véi chdt mang bang phuong phap nay
nhan thay cac nhém hoat ddng hoa hoc bi phan tan 16n x6n. Vi thé cac nghién
ctiu gdn day da chu ¥ dén ky thuat bat dong enzym sao cho cac enzym khi gén
v6i chat mang khong bi mat hodc giam di hoat tinh ctia minh. Giéi han ctaa ky
thuat bat dong enzym dudgc trinh bay 6 bang 4.5.

Bang 4.5. Nhiing han ché cla ky thuat bat dong enzym

Phuong phap

Uu diém

Nhugc diém

Khéng bi anh hudng clia

Su gin  két . . SN Lugi hoat dong c6é thé bién déi gia thanh
duong lugng pH, ion cua mdi trudng a5t
; hoac néng db co chéat

. . Hoat tinh bi mat trong khi khong hiéu qua
Polymer hoa | Enzym hoat dong manh, | 45" 4 cac g chét co phan tl lugng 16n;
duong lugng cham mat hoat tinh N AN o

khéng c6 kha nang tai sinh
Pon gian, enzym khéng bi | . N .

H&p phu bién d8i, c6 thé thu héi Bi thay déi trong méi truéng ion hoa manh,

chat mang, gia thanh thap

enzym bi d4y ra dung cho protease

Bay bang hoa
hoc

Enzym khéng bi bién déi
vé hoa hoc

Co chat khuéch tan vao trong san pham di
ra ngoai, chuan bi khé khan, enzym bi mat
hoat tinh, khéng hiéu qua ddi véi co chat

c6 phan t 16n

Ky thuat “bay” enzym vao trong cac gel 1a mot thanh cong khi tién hanh
polymer hoa hoéc tao hat bing cac phan ting déng tu. Polyacriamid, collagen,
silicagel ... 1a nhiing chat t6 ra thich hdp cho ky thuat nay. Tuy nhién qua
trinh tao gel khé kh#n va hiéu qua hoat tinh ctia enzym thap.

Trén thuc t& thuong c6 khuynh huéng bat dong té bao hon 1a bat dong
enzym vi bé qua dudgc cong doan chiét xuat va tinh ché enzym mat thoi gian,
ton kém.

B4t dong té bao dang la van dé c6 tiém ning to 16n, bdi vi né cho phép
thuc hién khong chi d8i véi viéc tao ra cac san pham chuyén hoa so cdp, ma
con tng dung dé bién ddi dé tao ra cac san phadm chuyén hoé thi cap rat co gia
tri, nhu cic khang sinh ban téng hgp, cac steroid, diéu khién lién tuc cac qua
trinh hoa hoc théng qua cac dién cuc enzym, xi ly nudc thai, c6 dinh nito...
(bang 4.6).
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Bang 4.6. Nhiing uu diém cla cac chét xic tac sinh hoc bat déng

« Cho phép s dung enzym nhiéu lan

o Co6 thé tién hanh qua trinh lién tuc

« San pham la nhiing enzym tu do

« Cho phép kiém tra chat ch& hon qua trinh xuc tac
« Cai thién dugc dd &n dinh clia enzym

« Cho phép phat trién hé théng phan (ing nhiéu enzym

« Cung cap tiém nang to I6n cho cdng nghiép va y hoc.

Do két qua ting dung thanh céng cac phuong phap bat dong enzym va té
bao tao ra cac nang, cac hat, cac cot va cac mang chiia cac enzym, nhiéu kiéu
binh phan tng sinh hoc dude ché tao dé dap tng cho nghién ctu trong phong
thi nghiém cling nhu trong san xuat cong nghiép.

Trén thuc t& cac dic diém xtdc téc cia cic enzym cb lap, bat dong céc
enzym hay té& bao dudc thuc hién trong cac binh phan ting sinh hoc. Hé théng
binh phan tng sinh hoc ¢6 nhiéu kiéu dang khac nhau, né phu thubc vao kiéu
phan tng va do 6n dinh cta cac enzym (hinh 4.2).

Mbt s6 nudc da st dung phuong phap bat dong penicillin-acylase dé san
xuét 6-APA tit penicillin G hodc V. Tt 6-APA c6 thé thay thé cic mach bén
kh4c nhau ma thu dude cdc khang sinh ban téng hop cé hoat phé khac nhau
dung trong y hoc. Trung binh m&i ndm toan thé giéi san xuat khoang 5000 tan
6-APA. Glucoisomease duge st dung & Mi, Nhat ban va chau Au dé san xudt
siro fructose tu tinh bot.

Binh phin tmg ¢6 khuay tron Binh phén ting ¢6 khudy tron
(hoat dong gidn doan) (hoat dong lién tuc)

a. Binh phan ng c6 khudy tron Sén phim

i Cochit
T¢bao VSV/enzym o I'¢ bao VSV/enzym
bit dong bit dong
Co chat Sén pham San phim

I

nny 10y 3uQq]

b. Cac binh phan (ng lién
tuc dang kin

—1

Co chat

San pham

Té&bao VSV /enzym bét dong
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— San pham

c. Binh phan (ng lién tuc kiéu tang soi Té& bao VSV/enzym
bét dong hoat dong

theo kiéu tang s6i

Co chét —T
Hinh 4.5. C4c kiéu binh phan (ing sinh hoc chita enzym hoZc t& bao bat dong

Hang ngan tdn siro fructose da dudc san xuét bing phucng phap bat
dong enzym (hinh 4.6).

Nguyén ligutho | Amylase (dich hod)
chua tinh bot [ Glucoamylase (dudng hod)

'

Siro glucose

'

Siro fructose (42%)

'

Siro fructose (55%)

Glucose isomerase

A\

Trao doi ion

Y
San pham tinh khiét

Hinh 4.6. So d6 san xuét fructose tur tinh bot

Mot d61 tugng khac ciing rat quan trong d6 1a st dung phuong phap bat
dong enzym aminoacylase dé san xuét acid amin. Cac cot chtia aminoacylase
duge st dung & Nhat Ban dé san xudt hang ngan kilogram L - methionin, L -
phenylalanin, L - tryptophan va L - valin.

Enzym lién két dang polymer dugc st dung rong rai trong phan tich hoa
hoc va hoa 1am sang. Cac cot enzym bat dong dugdc sti dung nhiéu 1an coi nhu
nhiing xuc tac dic biét dé phat hién co chit. Cac dién cuc enzym dude ché tao
gi6ng nhu nhiing detector kiéu méi hodc cii cam bién sinh hoc (biosensor)
dung thi nghiém do thé ho#c dong dién dung cho co chat nhu uré, amino acid,
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glucose, alcol va acid lactic. Trong thiét ké& ché tao sao cho dién cuc c6 tac dung
nhu cai cam bién dién hoa khi déng mach enzym cé thé th&m qua mang ban
th&m dé phan tng véi co chit (hinh 4.7).

 ——

Anot platin >

Mang Teflon

S

Enzym

Mang bén thim

Hinh 4.7. So d6 don gian cla biosensor gan véi dién cuc dién hoa
va enzym bat dong trén mang ban thdm

Cac enzym gin vao mang tao oxy, cac ion hydro, amoni, carbonic va cac
phan ti nhoé khac tuy thudc vao phan tGng ctia enzym. Méc du cac thanh phan
sinh hoc & cai cam bién sinh hoc c6 thé 14 enzym ho#c hé théng nhiéu enzym,
né6 ciing c6 thé 1a mot khang thé, mét t& bao vi sinh vat hodc cac mau cua mo.
Ky thuat enzym thuc nghiém 12 mot qua trinh rat ly thd, nhu cac qua trinh
ché& bién thuc phdm, dudc phadm, céng nghiép hoa hoc, xt 1y nuée thai ... c6 ¥
nghia rat to 16n sé 1an lugt dude xem xét & cac chuong tiép theo. Trong tuong
lai nhiing thanh tuu nghién ctu méi trong linh vuc enzym sé giai quyét nhiing
vén dé thiét y&u cta cudc song nhu: dé bao vé méi trudng, van dé ning lugng,
thuc ph4m va nhiing nhu cau cao cdp khac caa loai ngudi.

TU LUONG GIA

1. K& tén céc vi sinh vat duge st dung trong céng nghiép dé san xuét
enzym. Néu uu thé ctia vi sinh vat trong san xuit enzym.

2. K& tén cac phuong phap 1én men duge dung cht yéu trong san xudt
enzym.

3. Ké tén cac cac phuong phap bat dong enzym, tén va dic diém céc co
chat thuong duge st dung trong bat dong enzym?
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Chuong 5

SAN XUAT PROTEIN PON BAO

MUC TIEU
Sau khi hoc xong chuong nay sinh vién phai trinh bay dugc:

1. TAm quan trong cla san xuét protein don bao, cac uu nhudc diém co
ban cua protein don bao.

2. Tén cac chung vi sinh vat thudng st dung dé san xudt protein don
bao va diac diém cua qua trinh 1én men ting chung.

1. SU CAN THIET SAN XUAT PROTEIN PGN BAO

Van dé chinh bao trum thé gidi 1a van dé dan tdc va dan s6. Van dé dan
toc hay sic toc thudc pham trii clia chinh tri x& héi. VAn dé dan sé 1a van dé
phéat trién riéng cia mdi qudc gia. Hién nay dan s thé giéi khoang 6 ti ngudi.
Miic tang binh quan hang ndm khoang 95 triéu. Dy tinh dén nam 2050 dan s6
thé gi6i 1a 10 ti. V6i trinh d6 phat trién néng nghiép nhu hién nay thi khong
thé cung c4p du luong thuc thuc phaAm cho nhan loai, dic biét 14 ngudn protein
khong thé thod man doi hdi ctia nhu cAu. T6 chiic Luong thuc va nong nghiép
thé gi6i (FAO) da canh bao vé su thiu hut protein gitia cac qudc gia phat trién
va cac qudc gia dang phat trién. it nhat 25% dan s6 thé giéi hién nay déi va
thi€u dinh dudng. Dai da s6 trong s6 nay 1a & cic nuée dang phat trién. Dan sd
& céc nudec dang phét trién tiéu thu protein chi & mtc 12 g protein dong
vat/ngudi/ngay. Viéc tréng cac giong cdy c6 ham lugng protein cao nhu dau
tuong, lac ciing khé khén vi con phai phu thudc nhiéu vao thoi tiét mua ning
khéng thuan hoa, sdu bénh pha hoai ... Dé dam bao ngudn protein can thiét d6
cho loai ngudi khong thé c6 con dudng nao khéac 1a con dudng san xuét protein
tw vi sinh vat.

Protein don bao (single cell protein - SCP) la thuat ngt dugc goi theo qui
uée dung dé chi vat chét t& bao vi sinh vat (bao gom ca don bao 14n da bao nhu
vi khuén, ndm men, ndm soi, ndm #n va tao) dugc st dung lam thiic an cho
ngudi va dong vat. Thuat ngii nay that ra khéng hoan toan chinh xac vi san
phim tao ra khong phai 14 mot protein nguyén chét, ma 1a sinh khoi t& bao
cua vi sinh vat, trong d6 chi chta khoang 40-80% protein (bang 5.1).
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T ¢ xua ca hai nén vian hoa phuong Pong va phuong Tay da biét ché
bién thuc phdm bang vi sinh vat. Trong khdu phan &n da c6 chiia cac vi sinh
vat d6 cho ca ngudi va vat nudi. Siia chua, dua chua, chao, tuong, mam chua ...
déu chiia vi sinh vat. Tuy nhién qua trinh sdn xudt cong nghiép dau tién cac vi
sinh vat cho muc dich dinh dudng da xay ra ¢ Dic vao thoi ky Dai chién thé
giéi 1an thid nhat, lic d6 dude goi 1a ndm men “Torula”. Sau chién tranh méi
quan tam cua DPtc giam di, song né lai dudc phuc héi vao nhiing nam 30, va
trong Pai chién thé giéi 1an tht hai khoang 15.000 t4n ndm men da dudc san
xudt moéi nam nham phuc vu nhu ciu protein cho binh linh va thudng dan.
Chu yéu dé n&u sip va lam xuc xich. Sau thé chién tht hai M§ va Anh ciing
quan tdm dén san xuét sinh khéi ndm men dé phuc vu nhu ciu chin nubi
cong nghiép. T gitia nhiing nam 50, cong nghiép san xuit n4m men méi dugc
thic ddy manh meé.

Bang 5.1. Thanh phan hoa hoc cla té bao mét s6 loai nam
dudc st dung lam protein don bao (SCP)

Thanh phan Pacilomyces vaioti grla:umsifrzgzm szi‘;’l.fa
Trong lugng kho (%) 96,0 94,2 91,0
Protein thé (% N x 6,25) 55,0 54,1 48
Chat béo (%) 1,0 1,0 1,35
Tro (%) 5,0 6,1 11,0
Lysin (g/16g N) 6,5 3,5 7,2
Methionin (g/16 g N) 1,9 1,23 1,0
Cystin va Cystein (g/16 g N) 1,0 0,75 1,0

Hoi nghi 14n tht nhat vé SCP tai Vién k§ thuat Massachusett nam 1967
da c6 nhiéu du an thuc nghiém san xuat SCP. Riéng Hang British Petroleum
(BP) da trinh bay bao cdo vé san xuat cong nghiép SCP. Pén héi nghi 1an thi
hai vao nam 1973 thi nhiéu hang thudc nhiéu nuéc khac nhau da san xuit
trén qui moé cong nghiép va chiing minh dugc kha niang ky thuat cia ho. Ciing
chinh ndm 1973 san xuit SCP tit hydrocarbon ciing duge ddy manh.

Nguyén nhan nao da thic day nhiéu nuéc phai san xuat SCP?

O céc nude phét trién c6 mic séng cao, cac thic &n hén hgp gianh cho
dong vat doi hdi phai chtia cAc ngudn protein cé chat luong cao (bot ca, bot dau
tuong) dé san xudt ra tring, thit bo, lon, ga du tiéu chuin. Tuy nhién néu
dung céc thtc 4n c6 chit lugng cao ké trén gia thanh san phidm sé cao. SCP
dung chian nudi dé sdn xudt thit, tring, sita 8 mang lai hiéu qua to 16n, gia
thanh san phdm gidm. Céng nghiép chin nudi da budc sang mdt trang méi,
nguoi ta néi dén canh tac khong can dat dai, khong phu thudc vao thoi tiét,
khi hau. Canh tac trong noi 1én men chinh 14 § nghia d6.
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So v6i san xuit cac nguén protein truyén théng, san xuat SCP c6 nhiing
uu thé sau:

—  Téc d san xuat ting nhanh.
— Ham lugng protein cao (30-80% tinh theo trong lugng kho).

— C6 thé dung cac ngudn carbon khac nhau (ma moét s6 chat duge coi 1a
chat thai).

— Nhiéu ching vi sinh vat cho nang suit cao, ham lugng protein cao va
chat lugng tot.

— Dién tich san xu4t nho, san lugng cao.
—  Khoéng phu thudc vao mua vu, thoi tiét.

M6t nhuge diém quan trong ciia SCP 1a do ching chtia mot ham lugng acid
nucleic cao, dac biét 1a ¢ vi khudn va ndm men. Néu cac loai nay dugc st dung
cho ngudi thi sé 14 mot van dé can quan tAm, vi 6 ngudi thiéu enzym uricase xtc
tac cho su oxy hoa acid uric thanh allantoin dé hoa tan. Néu &n nhiéu cac dan
chat chtia purin sé lam tidng ham lugng acid uric trong mau, acid nay sé tao
thanh cac soi dong lai 6 khép xuong va trong bé than, dé sinh ra séi than. Hang
ngay moi ngudi 16n chi nén &n 20 g nAm men (tinh theo trong lugng khé). Da c6
nhiing phuong phap néu ra nham lam giam ham lugng acid nucleic trong SCP.
Tuy nhién cac phuong phap xt 1y dy sé dan dén viéc lam gidm gia tri sinh hoc
cta protein don bao. Cac phuong phap d6 c6 thé la:

— Thuy phan bang kiém.

— Chiét bang hoa chat.

— Hoat hoa ARNase (bang xti 1y nhiét).

Vé hiéu suéit sinh tong hgp protein ctia vi sinh vat thi cao hon nhiéu lan
so véi dong vat chin nubi trong cac trang trai (bang 5.2). Thuong so sanh ning
sudt tao protein cua mot con bo nang 250 kg véi 250 g vi sinh vat. Trong khi
con bo chi téng hop dude 200 g protein mdi ngay thi vi sinh vat néu tinh trén
ly thuyét (trong diéu kién phat trién 1y tudng) ching cé thé tao duge 25 tdn
cling trong thoi gian 4y. Tuy nhién con bo cling c¢6 kha néng d#c biét cua n6 dé
14 bién d6i cé thanh sita gidu protein.

Bang 5.2. Thdi gian can thiét dé tang gap doi sinh khéi ctia mét s6 loai

Tén loai Thdi gian
Vi khuan va nam men 20-120 phut
N&m va tao 2- 6 gio
C4 va mét vai thuc vat 1-2 tuén
Ga con 2-6 tuan
B6 cau 4-6 tuan
Trau, bod (con nho) 1-2 thang
Ngugi (so sinh) 3-6 thang
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Protein tit SCP ciing chita kha day du cac chit dinh dudng quan trong
nhu acid amin, vitamin cic nguyén t6 v6 co can thiét cho co thé (bang 5.3).

Ciing c6 thé diéu khién qué trinh 1én men vi sinh vat dé tao ra sinh khéi
c6 chtia nhiing chat can thiét c6 gia tri st dung cao. Vi du nhu nuéi
Saccharomyces uvarum trong moi truong c6 chiia selenid sé tao ra sinh khoi
c6 chiia cac hgp chat selen hitu co dung lam thudéc antioxydant va diéu tri ung

thu, nuéi tao Spirullina chtia B caroten...

Bang 5.3. Thanh phan acid amin trong protein clia t€ bao Saccharomyces

Acid amin mmoI/1’00 9 protein Acid amin mmoll‘l’oo g protein
niam men nam men
Alanin 114,70 Leucin 74,08
Arginin 40,18 Lysin 1,54
Asparagin 25,43 Methionin 12,66
Acid aspartic 74,38 Phenylalanin 33,44
Cystein 1,65 Prolin 41,13
Acid glutamic 75,45 Serin 46,33
Glutamin 26,33 Threonin 47,85
Glycin 72,56 Tryptophan 7,10
Histidin 16,55 Tyrosin 25,49
Isoleucin 48,17 Valin 66,18

A L A R A P N R -
Nubéi vi sinh vat dé san xudt SCP c¢6 nhiéu vu diém chinh nhu sau:

Vi sinh vat phat trién véi téc do nhanh & diéu kién t6i uu, mot vai
loai c6 thé ting gdp do6i sinh khéi sau 0,5 - 1 gid.

Vi sinh vat dé dang bi bién d6i gen hon thuc vat va dong vat, do d6 ¢6
thé tao ra cac loai méi bing bién ddi gen nhim ting téc d6 phat trién,
chiu dudc cac diéu kién séng khac nghiét va diéu kién 1én men dé
dang.

Vi sinh vat chta ham lugng protein cao va gia tri dinh dudng cao.

Vi sinh vat c6 thé tao ra mot lugng sinh khéi 16n trong mot thiét bi
lén men dung tich nhé va thuc hién qua trinh lién tuc diéu khién tu
dong. Dién tich dé san xu&t nhd, khong phu thudc vao thsi vu, thoi
tiét.

Vi sinh vat c6 thé phat trién trén moi trudng chia nguyén liéu thé ré
tién, ciing c6 khi chi 1a chat thai. Mot vai loai vi sinh vat c¢6 thé phat
trién trén co chat 1a cellulose - ngudn nguyén liéu thién nhién vé tan.
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2. SAN XUAT SINH KHOI NAM MEN

Trong céng nghiép san xuat sinh khol ndm men thudng hay dung
Saccharomyces cerevisiae 1a loai dugc st dung vao nhiéu linh vuc ctia cong
nghiép thuc phdm (1én men rugu, bia, 1am nd bot mi, lam thic 4n gia suc ...).
Tuy theo diéu kién 1én men hiéu khi hay ky khi ma ta c6 cac san pham khac
nhau. Khi 1én men ky khi dé tao ra alcol ethylic, nAm men da bién déi dudng
theo phan ting sau:

C,,H,,0,, + H,0 —  » C,H,0H+CO,+H,0

Trong diéu kién lén men hiéu khi, n&m men st dung dudng dé phat trién
tang tich luy sinh khéi 1a chinh. Tuy nhién van tao thanh mot lugng nho
alcol ethylic. Phuong trinh biéu dién bién d8i dudng trong 1én men hiéu khi
nhu sau:

C,H,0, +H,0  —— »  Sinhkhéi+ CO,+H,0
2.1. San xuit sinh khéi nAm men tir ri dudng

Trong cong nghé san xuat dudng ti cu cai duong hodc tit mia, sau khi
két tinh dudng, phan con lai khéng két tinh dugc niia goi 1a ri duong. Ri dudng
dung lam nguyén liéu cho nhiéu qua trinh 1én men vi c6 gia thanh rat ré.
Trong ri dudng ngoai thanh phan chinh 14 saccharose né con chtia mét sé chat
vO ¢d, hiiu ¢6 va vitamin c6 gia tri. San lugng trung binh cta ri duong chiia
50% saccharose, dao dong tiu 3,5% dén 4,5% tinh theo nguyén liéu dung ché
duong. Ham lugng saccharose chiia trong ri dudng phu thudc rat nhiéu vao
ham luong cac muéi vo co. Muéi K va Na lam can tré qua trinh két tinh duong,
ngudc lai mudi Mg lai lam ting kha ning két tinh dudng. Thanh phan cta ri
duong mia va cu cai 1a khac nhau (bang 5.4).

Bang 5.4. Thanh phan cla ri dudng cu céi va ri dudng mia chita 75% chat kho

Thanh phan DPon vi tinh Ri dudng cu cai Ri dudng mia
DPudng téng s6 (%) 48-52 48-56
Chét hitu co (%) 12-17 9-12
Protein (Nx 6,25) (%) 6-10 2-4
K (%) 2,0-7,0 1,5-5,0
Ca (%) 0,1-0,5 0,4-0,8
Mg (%) 0,09 0,06
P (%) 0,02-0,07 0,6-2,0
Biotin (mg/kg) 0,02-0,15 1,0-3,0
Acid pantothenic (mg/kg) 50-110 15-55
Inositol (mg/kg) 5.000-8000 2.500-6.000
Thiamin (mg/kg) ~1,3 ~1,8
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Su khac biét gitia ri duong mia va ri duong cu cai 1a ham lugng biotin. Ri
duong mia chtia khoang 2,5 mcg biotin/g, gadp khodng 20 1an ri duong cu cai. Ri
dudng cu cai c6 ham luong acid pantothenic gadp 2-4 1an ri dudng mia. Vi vay
khi st dung ri dudng mia dé san xuét men banh mi cin phai bd sung acid nay.

Ri dudng cdn duge xi ly trude khi pha ché méi trudng dé nudi cdy.
Thuong dude acid hoa bang acid sulfuric t6i pH 4 va nang nhiét d6 lén 120 -
125°C trong 1 phut dé két tia mot s6 chat 1o ling. Péng thoi bd sung thém
nhiing thanh phan cin thiét cho men phat trién. Ri dudng ciing 14 méi trudng
t6t cho mot s6 vi sinh vat la phat trién lam héng qua trinh nu6i men, nén moi
truong pha ché xong can dudgc kh trung.

Dé san xuit men banh mi thudng chi st dung S. cerevisiae. Cling c6
nhiéu nghién cu tim cach st dung cac loai Torula, Candida va Ospora dé san
xuat men banh mi nhung chua thanh céng trong san xuit cong nghiép.

O Anh c6 loai "n&m men bong” 1én men ndi, ¢6 xu huéng tao thanh béng
manh va do d6 ching dé dang tach khéi méi truong ma khong can dén ly tam,
rat thuan tién cho san xuit. Ching ciing dugce st dung lam men banh mi.

S. cerevisiae 1a loai vi sinh vat c6 thé séng va phat trién trong ca diéu
kién c6 oxy va khong c6 oxy. Khi sinh truéng trong diéu kién hiéu khi ching
can biotin, con nhu ciu vé inositol va acid pantothenic thay d8i theo tiing
chung. Ngoai cac nhu ciu trén, nd4m men con can cac thanh phan khac nhu
acid béo khong no va ergosterol, mot s6 chiing con cin ca acid nicotinic. Trong
diéu kién ky khi bat budc néu thi€u cac thanh phan nay, ndm men chi phat
trién trong mot vai thé hé sau d6 dung lai hoan toan.

Quan hé ctia ndm men véi oxy 12 moi quan hé phic tap, diéu nay da
duge kiém chiing qua nghién ctu vé hiéu tng trao ddi 6xy cia ndm men. Ngoai
hiéu tng Pasteur, con c¢6 hiéu tng Pasteur ngugc, hiéu tng glucose hay su
kiém ché& di hoa. Téc d6 sinh trudng ciia ndm men phu thudc rat nhiéu vao
néng dod oxy trong moi trudng (hinh 5.1).

= r
g 25}
2 _ 20 f
)
8 e i
%‘“E 15 + ——— Sinh truong 6 0,5 g 0,/h/l
= i —— Sinh truong ¢ 3,5 g 0,/h/l
E . |
W — — = Sinh truong o 14,3 g 0,/h/l
5
0 B

0 4 8 1216202428 323640 Thoi gian nuoi (h)
Hinh 5.1. Anh hudng ctia oxy I&n su phat trién clia S. cerevisiae
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Nong @6 oxy chtia trong moi trudng c6 anh hudng gian tiép lén cac enzym
diéu khién quéa trinh bién ddi glucose. Cé thé kiém ché di hoa d6 bing cach
nudi ndm men 6 néng dd glucose thap nhu trong hé théng 1én men lién tuc. C6
thé tinh toan néng do6 glucose can thiét dé men phat trién binh thudng, sau d6
b6 sung dudng theo chu ky, khong ché dé men phat trién véi téc do toi da. Néu
dudng nap vao thita thi ndm men sé chuyén huéng trao d6i chat ti thuin tuy
hé hép sang 1én men, ldc d6 c6 thé phat hién thay ethanol trong khi thai ra.
Qui trinh san xu&t men banh my c¢6 thé minh hoa bing so d6 (hinh 5.2).

+

-

®

Loc/ly thm San pl}mm
: (men ép)

®

Hinh 5.2. So d6 qui trinh san xuat men banh mi

1. Men giéng, 2. Nudi trén may lac, 3. Nhan giéng,

4. Nhan giéng, 5. Nu6i dé thu san pham, 6. Loc dé thu men
« Men giéng

Ning suat va chat lugng cia men thu hoach phu thudc rat nhiéu vao viéc
chudn bi men gidng. Men thanh pham sau khi thu hoach c¢6 thé 14n vi sinh vat
la, nén khong thé st dung 1am men giéng dudge. Mot vai nha may da st dung
men thanh phdm lam men gidng, song hiéu qua khong cao. Vi vay phai bét
d4au bang mét 6ng giong thuan khiét, sau d6 nhan giéng dan dan trong diéu
kién v6 trung.

« Nhdn giéng

Giong dude nudi trong diéu kién vo trung, thudng chuén bi gidng theo ba
cdp. Méi trudng nudi men giong cadp 1 va cdp 2 ngoai dudng 1a thanh phan
chinh, cin c6 thém nitd dang hiu cé dé men phat trién nhanh. Pén binh nhéan
giéng cdp 3 va binh 1én men dé thu hoach men thi chi cAn nguén nito vé co.
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Trong qua trinh nhan giéng phai theo doi su phat trién ciia men, dong thdi
cung cidp khong khi véi luu lugng can thiét. Khi truyén giong tit cdp do lén
men nay sang cap d6 lén men khéac ti 1é giong truyén thuong 1a 10% va gidong
dang phat trién & pha logarit.

A~ R . A o
« Lén men dé thu hoach sinh khoi ndm men

Thiét bi nudi men dung trong san xuit cé6 dung tich tu 50-300 m?. Mobi
truong nudi chiém 70% dung tich ctia thiét bi nuéi. Nhiét d6 nudi men thucng
gitt ¢ 30°C - 32°C. C4p khi lién tuc véi luu lugng 1VVM (1 thé tich khéng khi/l
thé méi trudng/phut).

« Thu sinh khéi nam men

Tiéu chuén cht yéu diung dé xem xét men banh mi thuong pham khi két
thdc nudi men la c6 san lugng cao, t& bao men phai dam bao cac tinh chat caa
ndm men, c6 hoat tinh 1én men cao va chat lugng bao quan tot hay khong.
Tiéu chudn nay dé dang dugc danh gia chinh xac nhd vao viéc phan tich ham
lugng mARN va céc loai ARN khéc hoiac ham ludng protein téng s6. Trong
cong nghiép dé thu hoach men thudng st dung phuong phap ly tam vt dé loai
bd méi trudng sau dé ria bang nude sach 2-3 1an dé loai bé toan bo moi trudng
con dinh baAm vao t&€ bao men nhim khong cho cac t& bao men con c6 thé lén
men tiép. T& bao men thu dudc 6 dang men ép c6 d6 4m khoang 80% duge bao
g61 thanh ting don vi nho ti 1-5 kg trong gidy nhém va bao quan 6 nhiét do 4-
8°C. Caing c6 thé sdy kho men & diéu kién ap sudt va nhiét do thap dén d6 4m
con 4-6% va van git dugce hoat tinh 1én men cao.

. Visinh vdt tap nhiém trong quad trinh san xudt sinh khéi ném men

Trong san xuit men néu thuc hién trong diéu kién vo trung tuyét doi
nhu san xuat cac chat khang sinh thi khéng cé vi sinh vat tap nhiém. Trong
diéu kién d6 doi hoi phai dau tu 16n, dic biét 1a cac mang loc khéng khi vo
trung. Lic d6 gia thanh sdn xudt men sé cao vi chi phi 16n. Trén thuc té& san
xudt men banh mi, thudng st dung qui trinh don gian, thiét bi khéng can dit
tién, hé thong loc khong khi khéng cin hién dai. Tha thuat chinh dé dam bao
quéa trinh nudi men thanh coéng la xt Iy méi trudng ri dudng bang acid sulfuric
dén pH = 2,5 - 3,0. Pun s6i mo6i trudng dé khi trung ban dau, sau diéu chinh
pH = 3,5 - 4,0. Trong khoang 4 - 5 gid dau nudi men & diéu kién ky khi hoic
hiéu khi nhe. NAm men sé 1én men rugu va tao ra mot lugng cén nhat dinh c6
kha ning tc ché sy phat trién cta mét s6 vi sinh vat néu nhiém vao moi
truong trong diéu kién pH moéi truong thap. Sau dé tiép tuc nudi men & diéu
kién hi€u khi manh dé cho men phéat trién t6i da.

Céc vi sinh vat gdy nhiém trong qua trinh nudi men thudng 1a vi khuén
lactic (da s6 cac trudng hop 1a cac vi khuén lactic di hinh), cac vi khuén acetic
va dic biét cac vi khudn butyric thudng c6 anh hudng téi su phat trién cua
ndm men mot cach rd rét. Do cé su tao thanh acid butyric bdi cac Clostridium
trong men ép ma xuit hién mui thiu khé chiu.
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Néu qua trinh nudi men c6 1an cac loai men khac nhu Torula, Candida...,
ching thuong phat trién rdt nhanh va 1an at S. cerevisiae. Céac loai nAm men
ké trén thuong kho ép va 1am giam dang ké ning luc 1én men ctia men ép.

Hang loat vi sinh vat khic xAm nhap vé sau vao men ép lam héng men.
Dang s¢ nhat 1a Oidiumlactis thuong gdy cho men c6 mui ung khé chiu. Cac
niam khéac nhu Penicillium tao nén cic dam mau luc trén men ép, Aspergillus
tao nén cac dam mau vang nhat t6i mau xam, Mucor va Fusarium tao cac vét
vang va do trén men ép. Dematium pullutans tao nén cic vét mau nau bén,
con cac vi khuén acetic tao nén nhiing ving 6 trén bé mit, con Serratia
marcescens lai tao nén cic vét doé trén men ép.

2.2. Ung dung ctia men ép

Men banh mi dudgc st dung trong cong nghiép san xuat banh mi, banh
bao va cac loai banh lam tit bot nhao dung trong gia dinh. D& san xut banh
mi trdng cAn mot ti 1é ndm men khoang 2%, véi cac loai banh ngot nhé can tir
3-5%, banh stta 4-5% (so v6i trong lugng bot mi). Thuong nhao bot mi v6i men
gidng tron déu va U men ¢ nhiét do thich hgp. Ndm men sé& 1én men
saccharose, glucose va fructose c6 san trong bot, sau dé 1én men maltose hodc
glucose dude tao thanh nh6 cac amylase ¢6 trong bot nhao. Thong thuong thi
bot nhao khong chtia du luong amylase can thiét nén thudng ngudi ta cAn bo
sung o-amylase bén v6i nhiét vao men banh mi. CO, dudc tao ra do qué trinh
lén men lam khéi bot né phong 1én. Qua trinh 1én men tao ra khoang 0,5%-1%
rugu va c6 mui thom dac biét. Khi nuéng banh, nhiét do trong 1o dat t61 50-
60°C thi nAm men sé bi chét.

Men ép con duge st dung dé san xudt cao ndm men hay bot ndm men
ding lam moéi truong 1én men cac vi sinh vat trong cac phong thi nghiém.
Céach ché tao cao naAm men hay bdt ndm men rat don gian. Men ép dem hoa
trong nudc ti 1& 1/4 roi dé & nhiét @6 35-37°C, cac protein ndi bao sé thuy phan
protein ciia ndm men (autolyse) dé tao ra cic acid amin va giai phéng cac
vitamin c6 trong t&€ bao men ra méi trudng nude. P& qua trinh thuy phan duge
triét dé hon cé thé thuy phan tiép bing acid ho#c papain. Diéu chinh pH vé
trung tinh roi loc trong, c6 duéi ap suat giam dén dang cao mém hay siy phun
dé tao ra bot ndm men. Bot hay cao ndm men chiia ham lugng cao vitamin
nhém B va cac acid amin khong thay thé. C6 thé bao ché ra cac dang vién nén,
vién nang, vién bao dudng hodc dang thusc nude dung lam thuéec boi bd co thé
rat qui.

Ciing bang phuong phap nudi S. cerevisiae trong nhiing diéu kién dic biét,
ching sé tao ra ham lugng cao vitamin D hoéc ergosterin 14 nhiing thudc qui.

3. SAN XUAT TAO PON BAO

Dé san xuidt SCP thuong dung ba chi 1a Chlorella, Scenedesmus va
Spirulina, cac loai nay chung c6 thé phat trién nho quang dudng, hoa dudng
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ho#c di dudng. Phuong phap nudi tdo nhé quang hdp duge ting dung nhiéu vi
gia thanh ré nhat. Nhan t6 quyét dinh cho qua trinh nay 14 4nh sang méit troi.
Vi vay thudng st dung cac ao hd hodc rudng dé nudi tdo dudi anh sang mait
troi. Tuy nhién khi tién hanh nuéi trén qui mé 16n thi khé gii dudc cac diéu
kién vb trung. Trong nhiing trudng hop nay nguy co nhiém tap 1a nghiém
trong. Hon niia mat do t& bao nudi theo phuong phap nay thuong thap
(khoang 1-2 g/lit SCP tinh theo trong lugng kho). Riéng tao sdi Spirulina phat
trién manh hon, ham lugng protein cao hon va dic biét 1a chta betacaroten,
vitamin B,, 14 nhiing thudc qui. Dan cu 6 Mehico va viing b Bac hé Tchad
thudc chau Phi thudng st dung loai tao nay lam ngudén dinh dudng protein.
Nhat Ban st dung Chlorella nhu mét ngudn protein va vitamin dé b8 sung vao
mot vai thuc phdm nhu siia chua, kem va banh mi. Gin day con chting minh
dugc tac dung chéng phéng xa cua cac chat c6 trong tao Spirulina.

4. SAN XUAT NAM SOI

Nam soi ciing 1a ngudn protein don bao phong phid. Téc d6 sinh trudng
ctia ndm sgi thap hon vi khuén va ndm men, tuy nhién ciing c6 nhiing ching
nim sdi c6 toc do sinh truéng nhanh nhu ndm men, déc biét nhiing chiing nay
néu nudi trén co chat diac va biang phuong phap bé mat. Ham lugng protein
tho trong ndm soi dat 50-55%, khi sinh truéng nhanh ham lugng acid nucleic
c6 thé rat cao (ARN téi 15%). Cin luu ¥ dén thanh phan kitin chta trong
thanh t& bao ndm. Cong nghiép san xuit penicillin d& tao ra lugng 16n sinh
khéi ndm Penicillium chrysogenum. Luong sinh khéi nay coi nhu chit phé
thai ctia cong nghé penicillin ¢6 thé sdy kho va st dung vao nhiéu muc dich
khac nhau nhu lam thtc &n giau protein cho chin nuéi, hodc thuy phan dé tao
ra cac acid amin 1am moéi trudng gidu dinh dudng dé nuéi vi khuén (Bacillus
subtilis) sinh téng hop protease hoic amylase rat kinh t&. Cé nhiing loai ndm
soi phat trién rat nhanh trén méi trudng bot sdn hoic sén lat nghéo protein
(~1,0-1,5%) c6 bd sung thém khoang vi lugng nudi trong 40-48 gis, ndm phat
trién, dem s&y kho va nghién thanh bot lam thic &n cho gia stc. Bot nay c6
ham lugng protein téng s 1én t6i 10%.

N4m soi c6 thé duge nudi trén nhiéu loai co chat dé thu nhan SCP nhu
ri dudng, cac loai bot (sdn, khoai lang, khoai tay gao ...). Thudng st dung céc
loai ndm sgi: Cladosporium, Spicaria elegans, Fuarium graminearum,
Grafium, Aspergillus, Penicillium, Mucor, Rhizopus va cac loai khac. Cac
loai ndm nay thuong dugc nudi 6 pH (3,0 - 4,5) trong diéu kién nay sé ngan
can su phat trién cta nhiing vi khudn nhiém vao méi trudng nudi. Ham
lugng protein thé ctia cac loai ndm sgi duge lua chon dé 1én men dat trung
binh tit 40-60% (bang 5.5).
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Bang 5.5. Ham lugng protein thd, N a-amin va N phi protein & mot sé loai ndm

; . Protein N N phi protein
Loai nam Nguon C A R

tho a-amin (k& ca kitin)
Aspergillus oryzae tinh bot 50,2 28,7 42,6
A. oryzae r dusng 42,3 26,1 38,2
A. niger r dudng 47,9 25,5 46,6
P. chrysogenum dudng sia 56,3 41,5 26,0
P. chrysogenum ri dudng 48,2 26,8 44,3
Neurospora sitophila tinh bot 65,7 35,6 45,6
N. sitophyla ri dudng 50.6 33,7 33,5
Fusarium graminearum tinh bt 54,0 421 22,0
F.moniliorme r dusng 51,5 35,6 30,9
Alternaria tenuis tinh bot 51,5 28,3 49,4
A. tenuis ri dudng 49,5 22,3 55,0
Agaricus bispora - 32,8 19,4 41,0

Paecilomyces elegans, Aspergillus oryzae, Myrothecium verrucaria va
Trichoderma reesei 1a nhiing loai nam thich hgp d61 véi su tao thanh sinh khéi
trén nudc thai cia cong nghiép san xuit ca phé va rugu rum. Néu lén men 6
diéu kién v6 trung pH ban dau 4,2 thi sau 6-8 ngay lén men san lugng sinh
khéi c¢6 thé dat 20-30 g/lit dich nudi, va ham luong protein dat 20-34%. Sau
khi nu6i ndm ham lugng chat hiiu co trong nuéc thai giam di, ti 13-15% gidm
con 2-3%. Cac két qua tuong tu cling thay khi 1én men Verticillium sp. trén
nudc thai san xudt ca phé; Aspergillus fumigatus trén ba mia, nuéc thai cua
cong nghiép thuc pham, bot gidy ti gb; Penicillium digitatum trén nuée thai
san xudt tinh bot khoai tay ...

Trong trudng hop dung ndm sgi dé cho &n truc tiép, cn luu ¥ dé€n ham
lugng kitin cao trong thanh t& bao ndm va ddc t6 cta ndm cé thé cb trong
thanh phdm. Can tién hanh kiém tra truée khi st dung. Vé chét lugng protein
ctia ndm sgi, nhiéu phan tich cho thdy rang ham lugng cac acid amin chia luu
huynh nhu cystein va methionin trong ndm sdi thap hon protein ctia dong vat.

5. SAN XUAT NAM AN

Cac chat thai cia néng nghiép nhu rom, ra, ba mia, cia cong nghiép nhu
gd vun, mun cua ... mét phan bi d6t chay thanh tro, mét phan dudc G dé phan
giai nhd vi sinh vat. Biang cac k¥ thuat khac nhau cac chat thai nay da duge
dung 1am co chat dé trong cac loai ndm qui vira 1am thuc pham, vita lam dugce
pham. Co chit trong ndm sau khi thu hoach ndm I& nhiing san phdm da dudc
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phan giai duge dung lam phan bén hiiu co, hoic ché bién thanh cac thiic an
cho c4 hodc mot s6 dong vat cé gia tri kinh té.

sau:

Cac ba thai hitu co nhd cong nghé tréong ndm da mang lai nhiing hiéu qua

*

Chat thai dugc loai bé da dugde xti 1i thanh nhiing san phdm an toan
tra lai cho méi truong xung quanh va hoa nhap vao mdi truong sinh
thai nho cac qua trinh chuyén hoa ty nhién.

Ch4t thai rin hay ch4t thai 16ng déu c6 thé dung 1am cd chat cho cong
nghé tréng nam.

Lignhin khéng tiéu hoa dudc cung cac thanh phan ctia thanh t& bao da
bi lignhin hoa cao nhu cellulose va hemicellulose déu c6 thé bi phan
huy nhd cac enzym ctia ndm lam bién ddi hoan toan.

Cac ngudn carbon ti cac chat thai hiu nhu khéng st dung duge nho
trong ndm ta thu dudc sinh khéi gidu protein cé gia tri dinh dudng cao
(ndm rom, ndm md, ndm sd, n4m hucdng, mdc nhi...), ndm dugc liéu
(Iinh chi ...).

. N A A2 9 » A g A , A A J
Qui trinh trong nam dn cé thé tong qudt vé nguyén tac nhu sau:

Giong ndm dudc chudn bi va nhan giéng trong phong thi nghiém nhim
tao ra mot sO luong 16n bao ti. Sau d6 dem ric bao ti ndm lén co chit trong
nidm da duge chuén bi sdn, co chit c6 thé G thanh ludng nhd (tréng ndm rom),
hay bé lai thanh cac bich hinh tru va xép tht tu trén cac gia, nudi trong nha
kinh, hay nuéi hé ngoai trdi, hodc nha c6 mai che. Diéu quan trong la giti dugc
nhiét d6 va do 4m thich hgp dé bao t& ndm ndy mam, sau d6 tao qua thé.
Trong qua trinh cham séc cho qua thé phat trién thudng tuéi hodic phun thém
cac dung dich c6 chtia dinh dudng (N,P,K, ...). Néu chdm séc ding k§ thuat sé
thu hoach qua thé duge nhiéu 1an va ning suét sé cao. Trong ndm hién nay la
mot nghé phu ctia nhiéu gia dinh néng dan Viét Nam gép phan xoa déi gidm
nghéo, 1am trong sach méi trudng song.

Qua thé

Bao tu

Khusn ty

\gw& 95 f

"I\\ Jrzf

Hinh 5.3. Su phat trién clia qua thé nam tu bao tor
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N4am &n dudc trong 6 nhiéu nudc trén thé giéi 6 cac diéu kién khi hau
khac nhau. Cac chat thai ciia ndong va cong nghiép 1a nhiing co chat thich hgp
ctia nghé trong ndm. Ndm md dude trong nhiéu & chau A, chau Uc va béic Mi.
Dai Loan 1a noi san xuit ndm an ding tha ba thé giéi. Trung Qudc 1a nuée
san xudt ndm rom nhiéu nhat, nAm nay ciing dugc trong nhiéu 6 Philipin, Viét
nam va Indonecia.

TU LUGNG GIA
1. Phan tich cc uu nhudce diém cd ban caa protein don bao

2. Cac chung nao thuong dudc dung trong san xuit sinh khéi nAm men?
Néu ting dung ciia nd4m men va sinh khéi ndm men trong doi séng va
trong nganh Dugc.

3. So sanh quy trinh san xuit protein don bao tit tao va tit ndm sgi.
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Chuong 6

SAN XUAT CAC SAN PHAM TRAO DOI CHAT
BAC MOT DUNG TRONG Y HOC

MUC TIEU
Sau khi hoc xong chuong nay, sinh vién phai trinh bay dugc:

A R A N A 7 M A’ A A .
1. Néu duoc khdi niém va tén cdc chiung loai san phdm bdc mét cua vi
sinh vat.

2. Trinh bay duoc quy trinh sdn xudt mot s6’san phdm cu thé.

Vi sinh vat s6ng va phat trién trong diéu kién tu nhién hay trong diéu
kién dugc nudi trong phong thi nghiém. Ching muén tén tai cAn phai dong
hoa cac chat dinh dudng cé chia trong mdi truosng xung quanh. Qua trinh hap
thu va bién d6i céc chdt dinh dudng 6 méi trudng xung quanh dé tao ra nang
lugng cAn thiét cho su phat trién cta ching goi 14 qua trinh déng ho4. Vi sinh
vat st dung niang lugng caa qua trinh déng hoa dé téng hop nén cac thanh
phan c&u tric cta t& bao, dé sinh trudng, phat trién va duy tri noi giong.
Trong qué trinh d6, mét s6 vi sinh vat c6 kha ning sinh tong hgp thita ra mot
s6 lugng cac chat ma chinh t€ bao khong dung hét thai ra méi trudng ngoai
nhu cac acid amin, vitamin, cac enzym ... Cac chit d6 dude goi la cac chat trao
d6i bac mot. Loi dung nhiing dic diém tu nhién dé caa vi sinh vat, cac nha
khoa hoc da tim ra dugc phuong phap chon giéng va tac dong lam bién d6i mot
s6 dic diém di truyén cta chung va nghién ctu cac dic diém sinh ly hoa sinh
cta ching nhdm nuéi ciy céc vi sinh vat d6 dé “siéu téng hop” ra nhiing hoat
ch4t ma ta mong mudn.

1. SAN XUAT CAC ACID AMIN

Trong thanh phan ctia protein thudng chiia 20 acid amin chinh. Trong s
d6 c6 dén 8 acid amin co thé ngudi va dong vat khong thé tu tong hgp dude d6
la: lysin, methionin, threonin, tryptophan, phenylalanin, isoleucin, leucin va
valin. Nguoi ta goi d6 1a nhiing acid amin khong thay thé. Néu thiéu mot
trong s6 nhiing ch&t nay co thé sé bi réi loan chuyén hoa va sinh ra cac bénh
tat, hoac khong thé phat trién duge. Trong thién nhién thiic an thudng chia
mot lugng nhd cac acid amin khong thay thé d6. Pé dam bao c6 cac acid amin
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quan trong trén can phai nghién ctiu san xuét bang phuong phap céng nghiép.
San xuét bang phuong phéap téng hgp hoa hoc thudng bao gio ciing tao ra mot
acid amin dang DL, viéc tach riéng dé chi 14y ddng phan day L via kho, gia
thanh lai dt. Sinh téng hdp acid amin thuén tién hon vi chi tao ra dang acid
amin day L. Trén thé giéi hién nay hang nim san xuit trén 500 ngan tin acid
amin, doanh thu khoang 4,5 ti USD. Hai acid amin san xuat véi s6 lugng 16n
nhat 1a acid glutamic va lysin. Trong gido trinh nay gi6i thiéu phuong phap
sinh téng hop acid glutamic.

2. SAN XUAT ACID GLUTAMIC

2.1. Pai cuong

Acid glutamic dugc san xuat véi s6 lugng 16n nhat trong tat ca cac acid
amin vi acid nay duge dung mét phan trong san xut duge pham, con sé luong
16n duge dung trong thuc phdm lam chdt diéu vi dude san xudt dudi dang
mononatri glutamat. Acid glutamic c6 thé san xudt bing phuong phap thuy
phan protein cta bot lda mi (gluten). Hién nay cdc nha may san xuit acid
glutamic trén thé& giéi déu tién hanh bing phuong phap 1én men vi sinh vat vi
viia c6 ning suit cao gia thanh lai th4p hon nhiéu so véi phuong phap san
xuét bang hoa hoc.

Glucose

}

Pyruvat

/' Acetyl-CoA
Oxaloacetat \

Citrat

Malat

Isocitrat

Fumarat

e

Succinat

« - cetoglutarat 7—0 Acid glutamic

NH,

Hinh 6.1. Qua trinh chuyén héa thanh acid glutamic béng enzym ho#c hoa hoc
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San xudt acid glutamic bing phuong phap 1én men vi sinh vat ciing c6
hai cach. Lén men truc ti€p mot vi sinh vat c6 kha nang siéu téng hgp acid
glutamic sau d6 chiét xuédt va tinh ché thu 14y san phdm. Mot s vi sinh vat
khac lai ¢6 kha ning sinh t6ng hop véi mot s6 lugng 16n acid a-cetoglutarat. Vi
vay c6 thé nudi cdy cac vi sinh vat nay dé ching tao ra acid o-cetoglutarat.
Sau d6 bién déi bang enzym hoic hoa hoc acid nay thanh acid glutamic theo
hinh 6.1.

2.2. Lén men sinh tong hgp acid glutamic

2.2.1. Chung giéng

C6 nhiéu ching vi khuén c¢6 kha ning sinh téng hop acid glutamic. Tuy
nhién nhitng ching sau day dugc nhiéu nha may st dung dé san xuit vi cho
hiéu suét cao (80-120 g/lit): Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium
flavum, B. divaricatum. Pay 1a nhiing vi khudn Gram (+) hiéu khi. Nhiét d6
nudi cdy thich hgp 34-37°C va thoi gian 1én men 14 40 - 48 gio.

2.2.2. Nhu cdu dinh duong

Maéi truong dinh dudng dung dé 1én men sinh téng hdp acid glutamic rat
don gian. Tuy theo dic diém ching san xudt yéu cAu cAn nghién ctu dé c6 moi
truong t6i vu cho ning suét sinh téng hgp cao nhit. Ngudn carbon thudong la
glucose, sacharose. Thuc té san xuit thuong st dung glucose ti dich thuy
phan tinh bot két hop véi sacharose trong ri duong (mia hodc ct cai duong).
Pay 1a nhiing nguyén liéu ré tién. Nguoén nito thudng dung 14 uré véi tilé 1,5 -
2,0%, cing c6 thé dang (NH,),SO,, NH,Cl v6i nong do 0,5%. Qua trinh 1én
men tao ra acid glutamic lam cho pH moéi truong gidm xudng. Vi vay thuong
b6 sung uré dé giii cho pH moéi trudng dat trung tinh, dadm bao khong anh
hudng dén su phat trién cta vi khudn lam giam hiéu su&t sinh téng hgp,
dong thoi uré lai ¢6 tdc dung b sung thém ngudn nitd lam chdt dinh dudng
cho vi khuén.

Yé&u t6 rat quan trong anh hudng nhiéu dén hiéu sudt sinh téng hgp acid
glutamic 14 ndéng d6 biotin. Nong d6 biotin thich hgp tit 2,0 - 5,0 mcg/lit moi
trudng. Néu qua noéng do nay vi khuén sinh téng hdp acid glutamic sé tao ra
alanin, acid lactic, acid aspartic, sinh khéi tdng manh con acid glutamic hinh
thanh rat it. Trong ri dudng thuong chta ham lugng biotin kha cao, vi vay can
phai khong ché& néng do cho thich hop. Mot yéu t6 khac ciing anh hudng nhiéu
dén hiéu suét sinh téng hgp acid glutamic 1a cac chit khang sinh thém vao
moi truong 1én men. Khi thém cac chat khang sinh cé tac dung 1én thanh té
bao vi khudn nhu penicillin G, polymyxin ngudi ta nhan th&y hiéu suét sinh
tong hgp acid glutamic tang 1én. Néng d6 va thoi diém cho khang sinh vao méi
truong thich hgp c6 thé lam tang hiéu sudt sinh téng hop acid glutamic lén ti
15 - 45%.
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2.2.8. Quy trinh lén men va chiét xudt

San xuit acid glutamic thuong ap dung phuong phap 1én men chu ki
(theo mé) trén cac thiét bi 1én men c6 dung tich ti 100.000 - 300.000 lit trong
diéu kién hiéu khi va vo6 trung tuyét doi.

D& chiét xuét va tinh ché acid glutamic ¢6 nhiéu phuong phap. Tuy nhién
chi c¢6 hai phuong phap duge ap dung trong cong nghiép.

. Phuong phdp diém d‘cing dién

Sau khi két thic qua trinh 1én men, dich 1én men dugdc c6 chan khong 6
nhiét @6 50-60°C dén néng d6 nhat dinh. Sau dé tdy mau bang than hoat, loc
loai than, diéu chinh pH bang acid clohydric dén diém ddng dién 1a 3,2. Acid
glutamic két tinh. Loc hay ly tdm 14y tinh thé. Phuong phéap thu héi san pham
nay kha don gian, tuy nhién hiéu sudt thu héi thap thuong chi dat 50 - 60%.

« Phuong phdp trao déi ion

Trong cong nghiép hién nay dé chiét xuét acid glutamic thudng ap dung
phuong phap chiét bing trao d6i ion theo hinh 6.2.

Dich Ién men

i

Hap phu trén ionid

Phan hap phu
bang NH,OH

l

Béc hoi chan khéng

i

T4y mau bang
than hoat

i

Loc loai than

l

Két tinh acid glutamic

i

Loc ldy tinh thé

Hinh 6.2. So d6 cac céng doan chiét xuat acid glutamic
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2.3. San xuat mi chinh

Trong thuc t&, acid glutamic dugde ding cht yéu dé ché tao mi chinh dung
trong thuc phdm lam chét diéu vi. P& sdn xudt mi chinh chi cAn hoa tan acid
glutamic dén néng do6 nhat dinh, sau dé tao mudi mononatri glutamat bang
Na,CO, hoiac NaOH & pH 6,8-7,0, khii sit, tdy mau. Dung dich glutamat Natri
dem c6 duédi ap suat giam dén noéng do6 khoang 30 - 30,5 d6 Bé. Thém vai tinh
thé mi chinh lam mAm ké&t tinh. Tiép tuc c6 dén dam do 31 - 31,8 Bé, cac tinh
thé mi chinh két tinh dang hinh tru déu din. Piéu kién dé két tinh mi chinh
cAn tudn thu la: ap sudt chan khéng: 600 mmHg; néng d6 glutamat: 31,5 -
31,8 Bé. Nhiét do co dic: 60 - 65°C.

San phdm c¢6 ham lugng mononatri glutamat dat 98 - 98,5%. Hiéu suédt
chuyén d6i thanh glutamat dat 85 - 90%. Ly tAm 14y tinh thé. Nuéc 6t khong
két tinh dugc bd sung thém natri clorid dé tao ra dang bot ngot c¢6 chia 20 -
25% mononatri glutamat dung lam bot gia vi.

3. SAN XUAT DEXTRAN
3.1. Pai cuong

Dextran la cac polysaccharid ¢6 trong | —- <|j
lugng phan tu rat khac nhau, thudng la L 5
dextran 1, 40, 60, 70 hay 110 kDa tuong
tng v6i 1.000, 40.000, 60.000, 70.000 va 0—CH,
110.000. Dextran la mot polymer dudgc OH ——o0

tring hgp bdi nhém vi khudn Lactic nhd on
cac lien két 1,6 glucosid. » o—

n

Dextran duge st dung trong y hoc
nhu mot chit dung thay thé& huyét tuong khi bi choang do mat mau, chan
thuong, bong, nhiém doc, viém tuy, viém mang bung. Dextran “gia cong” hay
sephadex dudc coi nhu nhiing sang phén ti dung trong ky thuat loc gel dé tinh
ché& cac protein c6 trong lugng phéan ti khac nhau thudng diung dé tinh ché cac
enzym hoic cac peptid lam thuéc. Dextran cling dudc st dung lam cac chat
keo bao vé, hodc cac chit don c6 tinh tro dung trong dudge hoc.

3.2. Phuong phap san xuat

C6 nhiéu ching vi khuén c¢6 kha nang sinh téng hgp dextran nhu
Streptobacterium dextranicum, Streptococcus mutans. Tuy nhién trong cong
nghiép thuong st dung chung Leuconostoc mesenteroides ATCC10830, ching
nay tao ra t6i 95% polymer dextran cé lién két o-1,6 glucosid (phan con lai 1a
lién két a-1,3) va trong lugng phan ti 1 4-5 x 107 dalton.

Mbi trudng dé sinh téng hop dextran rat don gian gdbm c6 saccharose 6%,
cao ngd hodc cao ndm men 2%, KH,PO, 0,1% va cac vi lugng, pH 5,0-6,0. Qua
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trinh 1én men dudc tién hanh & 25°C, ldc ban dau théng khi nhe va khuay
tron lién tuc. Khi dextran duge hinh thanh dung dich tré nén dic sanh va cé
do6 nhét cao thi phai ting téc do khudy va cung cdp du khong khi vo trung. Két
thic 1én men sau 72-96 gid. San phdm chinh la khoi keo dextran duge hinh
thanh, mot it fructose tu do, acid lactic.

3.3. Tinh ché& va ché tao dextran dugc dung

Két thic qué trinh 1én men dung methanol dé két tta dextran (1/3). Loc
thu dextran dé tinh ché tié€p. Dich thai dugc c4t dé thu héi methanol.

Dextran c6 trong lugng phan ti 16n dude thuy phan bang acid hydrocloric
6 nhiét @6 95-100°C. Khong ché trong lugng phén ti bang phuong phap do do
nhét cia hon hgp phan tng. Trung tinh hod dung dich béng natri hydroxyd.
T4y mau bing than hoat, loc loai than. Dich loc dudc loc qua gel. Sau clung la
két tua lai bang methanol, tai hoa tan va say phun (hinh 6.3).

Dich Ién men

I

l Két tha bang methanol ‘

I

Loc thu tda

|Thu§z phan tao san phéml

Tay mau
Loc loai than
Loc qua gel
Két tha lai
Tai hoa tan
|
4~| San pham tinh khiét |
!
l

Hinh 6.3. So d6 cac cdng doan tinh ché dextran
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4. SINH TONG HQP VITAMIN B,, (CYANOCOBALAMIN)

4.1. Pai cuong

Cac vitamin da dudc san xudt ¢ quy mé cong nghiép nhd vi sinh vat 1a
vitamin B;, (Cyanocobalamin), vitamin B, (Riboflavin).

Tu gitia thé ky XIX (1849) dén dau thé ky XX, nguyén nhan cta bénh
thi€u mau ac tinh khong ai giai thich duge. Mai dén nam 1926, khi G. R.
Minot va W. P. Murphy phat hién dudc tac dung diéu tri bénh thiéu mau ac
tinh cta cao gan thi huéng nghién ctiu méi dugc md ra. Nam 1927, Castle
nhan xét rang trong dich tiéu hoa cé 1 chat dude goi 1a "nhan t6 ndi", khi né
két hgp v6i 1 chat goi 1a "nhan t6 ngoai" c6 trong protein ctia gia stc gitp cho
co thé hdp thu dudc "tdc nhan chéng thifu mau ac tinh". Pén nam 1948,
Ricker va cong su 6 My va Smith-Parkers 6 Anh da chiét va két tinh dugc
nhiing tinh thé hinh kim mau dé dam ti cao gan dong vat va goi 1a vitamin
B,,. Parker chiing minh dudc d6 14 "nhan t6 ngoai" va cling 1a tac nhan chiia
thiéu mau ac tinh. T 1 t4n gan 14y duge 20 — 25 mg vitamin B,,.

Cau truc hoia hoc cua vitamin B,, do D. C.
Hodgkin (giai thudéng Nobel 1964) xac dinh. Trong
dong vat va thuc phdm B,, tén tai dang coenzym lién
két v6i acid amin.

Vitamin B,, 1& y&u td sinh trudng, diéu tri bénh
thiéu mau ac tinh. Nhu ciu cho ngudi binh thudng 1
mcg/ngay. Thiéu vitamin B,, s& anh hudng dén chiic
ning tao hong ciu giy ra suy nhudc toan than. Cong k __:\"r
dung chinh cta vitamin B,, 1a chiia bénh thiéu mau ac .:'E'J‘
tinh va cac chiing thiéu mau khéac. Vitamin B,, phéi F
hgp v6i vitamin B,, B, dung diéu tri viém day than Dorothy Crowfoot
kinh géy dau kh6p, hét chén, tay rat hléu qué’l. Calci - Hodgkin (1910-1994)
B,, gitp tré con chéng coi xuong, cham 16n...

Vitamin B,, tham gia vao nhiéu phan tng trao d6i chat ¢ co thé, kich
thich qua trinh tong hdp protein (thuong goi la nhan t6 protein doéng vat) vi
vay gia stc, gia cAm dn thtc an c6 chta B,, sé ting trong nhanh (10 - 15%).
Tang ty 1& dé tring & ga va tang ty 1é triing nd thanh ga con.

Vitamin B,, thudc loai hdp chit hoat déng sinh 1y va dudc tong hop trong
tu nhién hoan toan bdi vi sinh vat. Sinh vitamin B,, manh nh4t 1a céac vi
khuén propionic va vi khuidn metan, vitamin B,, ndm trong t& bao cta céc vi
khuédn nay. Ngoai ra con méot s6 xa khudn cling sinh vitamin B,, nhu: Str.
griseus, Str. aureofaciens, Str. rimosus...

Thuec vat khéng tao duge vitamin B,,. O ngudi, vitamin B,, do vi sinh vat
tao ra ¢ rudt gia vi thé né khong duge hap thu vao mau. Phan ngudi, gia stc c6
vitamin B,,. O dong vat: thit bd, gan, than, tim (10 mcg/100 g); & hai san: cua,
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ca, tring ca; trong cac san phdm phomat, kem, siia... déu c6 chtta 1 lugng nhé
vitamin By,.

4.2, Cau trac hoa hoc va tinh chat

H,NCOCH,CH, _ CH,CONH,

H Meme
HNCOCH, ( _* ‘

Me"

Ir—2=
I
—_—T0—
|
O

H o ve © H CH,OH

Cong thiic cdu tao cyanocobalamin (Cg;HgsCoN,4,O44 P; 1355) theo BP 2003

1T Tén goi Tén cobalamin R

1 Vitamin B,, Cyanocobalamin CN
2 Vitamin B,,, Hydroxocobalamin OH
3 Vitamin B,,, Aquacobalamin H,O
4 Vitamin B, Nitrosocobalamin NO
5 Coenzym B,, 5'-deoxy-adenosylcobalamin

6 Methyl vitamin B, Methylcobalamin CH,

Phan ti vitamin B,, c6 dang coenzym lién két véi acid amin, bao gom 2
phan chinh: phan Corin (con goi 1a nhan t& B) va phan nucleotid gom base
chtia nite 1a 5, 6 dimetylbenzimidazol, ducng ribose va phan ti H,PO,. Nhan
Corin phtic hgp véi nguyén ti cobalt; cobalt gdn véi 1 goc R va goi chung la
cobalamin. Tuy theo géc R ma ta c6 cac vitamin B,, c6 tac dung sinh hoc.

T4t ca cac cobalamin déu c6 thé chuyén duge thanh cyanocobalamin khi

cho tac dung v6i nhém -CN. Cyanocobalamin va hydroxocobalamin 1a 2 dang
hay dung trong y hoc.

Cyanocobalamin 14 tinh thé hinh kim mau d6 thAm. D6 chay 300°C. Tinh
thé d& tan trong nudc, cén, phenol. Khéng tan trong ether, cloroform, aceton.
Dung dich vitamin B,, trong nuéc c6 cuc dai hap thu trong UV 6 278, 361 va
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550 nm. Pinh 361 nm dung dé dinh lugng vitamin B,, bing quang phé.
Vitamin B, bi &nh sang phéin huy.

4.3. Lén men sinh tong hop

R A . . ” N
Dé san xuit vitamin B,, c6 3 con dudng sau:

4.3.1. Chiét t bun céng hoat hod

Mbt s6 vi sinh vat dac biét thudc nhém vi khuén sinh metan séng ky khi
trong bun cong, rudng, ao... c6 kha nang san sinh ra vitamin B,, véi ham
lugng 0,5 - 1 mcg/lg bun khé. Néu 1 bun trong diéu kién ky khi ham lugng
vitamin B,, c6 thé ting 1én. C6 thé chiét 14y vitamin B,, thé tit bun réi b6 sung
vao thic 4n chin nudi ga lon. Hién nay khong st dung phuong phap nay dé
san xudt ma chi dé kiém tra d6 6 nhiém moéi trudng.

4.3.2. Chiét ti nudc thdi ciia cong nghiép khdang sinh

Mot s xa khuadn nhu Streptomyces griseus sinh téng hop streptomyecin,
Str. aureofaciens tao ra tetracyclin, Str. rimosus tao oxytetracyclin..., ngoai
cac khang sinh con sinh téng hop ra 1 lugng vitamin B,, tit 0,5 + lcg/ml méi
trudng. Vi vay sau khi chiét khang sinh la san phadm chinh ngudi ta con chiét
14y vitamin B,, tit nude thai bd di d6. T 100 lit nude thai cé thé thu duge 40 mg
vitamin Bj,.

4.3.3. Lén men sinh téng hop

2 A A N . 2 . . .
Chung giéng: trong san xudt dung vi khuan Propionibacterium
shermanii vi cho hiéu sudt cao nhat.

Pdc diém hinh thdi ching vi khudn sinh vitamin B,,:: vi khuén
Propionibacterium shermanii thudc Gram (+), 14 truc khudn nhd, xép thanh
doi hodc chudi ngin khong di dong, séng ky khi hay hiéu khi khong bt budc.
Trong diéu kién ky khi c¢6 hinh cdu duong kinh 0,5 - 0,6 um, trong diéu kién
hi&u khi lai ¢6 hinh que. Phat trién manh mé khi § diéu kién ky khi.

Diéu kién nuoi cdy: sinh trudéng trong pham vi pH 4,5 - 7,5 nhung thich
hop nhat 1a pH = 6,8 - 7,0. Nhiét d6 thich hgp cho sinh téng hgp vitamin B,, 1a
28 - 30°C. Gi6i han t6i da cho sinh téng hop 1a 32°C.

Ngubn carbon: 1én men dugc nhiéu loai duong nhung thich hgp nhat 1a
glucose.

Nguén nito: cac acid amin, cAc mudi amoi. Methionin c6 tac dung lam
tang hiéu suét sinh téng hop By, tit 10 - 12%.

Cdc ion kim logi: b6 sung mot Iugng nhé mudi cobalt (clorid ho#c nitrat)
sé tang dang ké hiéu sudt sinh téng hgp B,,, con cac kim loai sit, déng, kém,
mangan lam giam hiéu suét sinh tong hgp B,, nhat 1a sit.
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Cdc vitamin: c6 tac dung kich thich sinh truéng va lam téng hiéu suat
sinh téng hop vitamin B,, gdm (thiamin, biotin, acid nicotinic, acid folic...).

4.4. Quy trinh san xuit

Moi truong thach giit giong cé thanh phdan gom (%):

Glucose 3,0
Cao ngd 0,5
KH,PO, 0,1

CoCL,. 6H,0 0,01
Agar-agar 1,0
pH 6,8 + 17,2

Khti tring 110°C/20 phit, cdy vi khudn va nuéi trong diéu kién ky khi
bat budc 6 30°C trong 72 gid.

Moéi truong nhan giéng (%):

Glucose 3,0

Cao ngd 1,5
CoCl,. 6H,0 0,015
pH 6,8 + 7,2.

Khti trung 115°C/30'. Nubi giong trong diéu kién ky khi 6 30°C/48 gio.
Cay gidng véi ty 1é 10% 1a thich hop.

Moi truong lén men tao vitamin B, (%):

Glucose 8,0

Cao ngd 2,5
CoCl,. 6H,0 0,015
5,6 DMB 0,015
pH 6,8 + 17,2

Khti trung 115°C/30 phut. Lén men trong 6 - 7 ngay.

Vi khuén Propionibacterium shermanii séng ky khi tuy thich nhung
khong thé phat trién dude trong diéu kién hidu khi manh. Ham lugng vitamin
B,, tao thanh nhiéu trong diéu kién ky khi, do dé trong 50h ddu néu hiéu khi
sé lam giam sinh khéi va hiéu suét sinh téng hgp. Trong 1én men coéng nghiép
nh&t thiét phai ky khi 6 2 - 3 ngay dau, tit ngay thi tu théi khi nhe hoéc cach
1 gi6 c4p khi khoang 15 pht.

Vi khuén Propionibacterium shermanii sinh trudng trong pham vi pH 4,5
- 7,5 nhung vitamin B, tich tu cao nh4it é pH = 6,8 - 7,2 (hinh 6.1). Trong qua
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trinh 1én men vi khuén phat A /—\
trién sé tao ra acid propionic SK

lam pH modi truong giam
xudéng. Mot trong nhiing diu
hiéu ctia qua trinh lén men tot
1A pH moéi truong nudi cay
giam ro rét trong nhiing ngay
ddu. Vi vay luon luon phai
kiém tra pH moéi trudng va

diéu chinh bing amoniac dé >
gifi pH ludn béang 7,0. 6,0 7,5 pH

Mbi truong nhan gidng  pinh 6.4. Anh hudng ciia pH méi trudng dén t6c do
va moi truong lén men vé co sinh trudng clia Propionibacterium shermanii
ban giéng nhau, tuy nhién &
mbi trudng lén men lugng glucose can nhiéu hon va can bd sung tién chat 5,6
DMB (dimethylbenzylmidazol) véi nong d6 1 - 10 mg/l. Do vi khuén c6 kha
nang tao thanh hang loat chit tuong tu vitamin B, nén can bé sung 5,6 DBM
12 base trong nucleotid cta vitamin B,,, n6 ¢6 nhiém vu chuyén toan bo cac
nhan t6 B thanh vitamin B,, that va hiéu suét sinh téng hop cao hon. Thoi
gian bé sung 5,6 DMB c¢6 thé bat ky nhung néu cho mudn qua nhan t6 B chua
kip chuyén hét thanh vitamin B,, sé 1am giam hiéu suét sinh téng hop.

Thoi gian 1én men kéo dai 6 - 7 ngay. Ba ngay dau nuéi ky khi roi bo
sung 5,6 DMB vao gis tht 72. Néu cho muén qua nhan t6 B khong chuyén hét
thanh vitamin B,, dugc. Trén qui mé 100 m? hién nay hiéu suét c6 thé dat
80 + 100mg/1 lit méi truong.

4.5. Quy trinh chiét xuit

Vitamin B,, 1a san phdm ndéi bao nén tén tai trong sinh khéi vi khuéan.
Sau khi két thic 1én men, dich 1én men dudc dem loc hoéc ly tAm thu 18y sinh
khéi, loai dich trong. Tién hanh chiét xuit bang dung méi hitu cé hoic nhua
trao d6i ion.

Hoa sinh khéi vao nuéc tao hén dich va chinh pH vé 4,5 bang HCl 10%
va thém chdt 6n dinh. Pun néng hén dich 1én 80°C trong 30 phut dé giai
phoéng vitamin B,, vao dung dich. Loc 14y dich loc, bé ba hoidc tan thu lam thic
an chén nudi. Chiét vitamin B,, tit dung dich nuéc sang pha hiiu co bing hén
hop dung méi phenol: n-butanol (1:1) v6i ty 18 V pha hitu co: V pha nudc la
1:10. Dich chiét hitu co nay dude pha lodng bang tricrezol va carbon tetraclorid
(CCl, — sau @6 chiét vitamin B, trd lai pha nudc nhiéu 1an bang nuéc.

Chinh pH pha dung dich nuéc vé 8,0 - 8,5 va tién hanh cyanid hoa. St
dung KCN dé chuyén dang vitamin B,, coenzym thanh Cyanocobalamin trong
3 gio. Chinh pH vé trung tinh, c6 chan khéng d < 60°C dén néng do vitamin
B,, dat khoang 10.000 mcg/ml.
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Qua trinh tinh ché Vitamin B,, dugc tién hanh trén cét oxyd nhém
(Brochman alumium oxide) da hoat hoa 300°C/1 gis. Hap phu dung dich
vitamin B,, 1én c¢6t trong dung dich aceton - nuéc 75%. Chuyén dich vitamin
B,, trén cot bang aceton - nudc (80%). Sau d6 phan hap phu biang aceton - nudc
(50%) thu 14y phan doan dam dic nhat. Pha lodng dich dam dac bing aceton,
khudy nhe va dé két tinh 12 gig & 4°C. Loc thu tinh thé hinh kim mau d6 dam,
riia bang aceton nguyén chit va say kho ¢ nhiét do thap (< 50°C). Trong cong
nghiép san xudt vitamin B,, hién nay ngudi ta diung phuong phap chiét bang
nhua hap phu XAD, (hinh 6.5)

Dich 1én men

}

Loc,lytam |——— Dich loc

A4

Pha v té bao

Hoa trong nudc cat
Chinh pH 4,5 = HCI
v Pun 80°C/30 phut

Loc - Sinh khéi

l

Dich loc

l

Chiét lan 1

l Phenol: n-butanol = 1:1
Chiétlan 2

l Nudc cat

Cyanid hoa
l KCN
pH 8,5
Tinh ché&

l Cot oxyd nhém (300°C/1 gid)
aceton/nuéc

Két tinh
l Aceton 4°C

say khé 50°C

San pham

Hinh 6.5a. Cac cdng doan chiét xuat va tinh ché vitamin B, bang dung méi hitu co
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Loc, ly tdm

i

Loc, ly tdm — Dich loc

v

Pha v3 t€ bao

Hoa trong nudc cat
Chinh pH 4,5 = HCI
| Pun 80°C/30 phut

A

Loc _— Sinh khdi

Hap phu

l Nhua XAD2

Phén hap phu

l Dd aceton 20%

Cb6 chan khéng

l 9 < 50°C

Cyanid hoa

l KCN
pH 8,5

Sac ky

l Cot oxyd nhém (300°C/1 gid)
aceton/nuéc

Phén hap phu

|

Két tinh

l Aceton 4°C
sdy kho 50°C

San pham

Hinh 6.5b. Cac céng doan chiét xuét va tinh ché vitamin B, bang nhua hdp phu



Vitamin B,, tinh thé phai c¢6 ham lugng > 95%. Pinh lugng vitamin B,
bing quang phd ti ngoai ¢ budc séng 361 nm. Cing c¢6 thé dinh lugng vitamin
B,, bang phuong phap vi sinh vat - chiing kiém dinh 14 E. coli M113-3.

TU LUQGNG GIA

1. Trinh bay quy trinh 1én men sinh tdng hop acid glutamic va cac
phuong phap ché tao mi chinh.

2. Trinh bay quy trinh 1én men sinh téng hdp, phuong phap tinh ché
va ché tao dextran dugc dung.

3. K& tén cac phuong phap san xuét vitamin B,,.

4. Trinh bay quy trinh san xuét vitamin B,, bang phuong phap 1én
men Propionibacterium shermanii.
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PHAN IL. CONG NGHE SAN XUAT KHANG SINH
Chuong 7

PAI CUONG VE KHANG SINH

MUC TIEU
Sau khi hoc xong chuong nay sinh vién phai trinh bay dugc:

1. Cac budc can tién hanh khi di tim moét chat khang sinh dung trong y
hoc.

2. Cac phuong phap gay dot bién vi sinh vat dé nang cao hiéu suat.

3. Cac ting dung khang sinh ngoai linh vuc y hoc.

Hién nay cac nha khoa hoc da thong bao phat minh ra hon 8.000 chat
khéang sinh, trong d6 c6 khoang hon 100 chit da dugdc nghién ctiu ky va dua
vao st dung trong y hoc va mot s6 linh vuc khac. Cac chat con lai hoac 1a doc
tinh cao, hoic 1a mét tac dung khi vao co thé. Do vay viéc tim ra mot khang
sinh méi 1a rat khé. Néu khéng c6 phuong phap dic biét sé dé nham lan véi
cac khang sinh da dugc phat hién lam tiéu tén cong stc va tién cua vo ich. Vi
du: theo tinh toan cua cac nha khoa hoc My, muén phat minh ra mot khang
sinh c6 hoat phé rong cin 55 nha khoa hoc lam viéc lién tuc 2,5 nidm dé phan
tich 100 ngan mau d&t va tiéu tén khoang 4 triéu déla. P& phat minh ra mot
khang sinh diéu tri lao cAn 11 ndm nghién ctu va tiéu tén vai triéu dola.

Vay thi nguyén nhin nao da kich thich cac nha nghién ctiu, cac hang san
xudt dugc phadm 16n lao vao con dudng nghién ciu tim ra cac khang sinh méi?
C6 1€ do cac nguyén nhan sau day:

1. Nhiéu chat khang sinh 14 nhiing hoa tri liéu khong c6é gi thay thé

dudc dé diéu tri cac bénh nhiém tring hiém nghéo, bénh ung thu.

2. Mbt s6 khang sinh mang lai hiéu qua cao cho cay trong va vat nuéi.
Ngay cang c6 nhiéu vi sinh vat gdy bénh khang lai thudc khang sinh
nén phai nghién cu tim ra cac chat khang sinh méi thay thé cac
chat khang sinh cii it con tac dung.

4. Mot vai khang sinh dung bao quan c¢é hiéu qua cac thuc phdm nhu
ca, thit, phomat v.v...
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Vi vay nghién ctiu dé phat minh ra cic chit khang sinh méi luén 1a van
dé thoi su hap din cac nha kinh té€ va cac nha nghién ctu thudc nhiéu linh vuc
khéac nhau nhu: vi sinh vat hoc, hoa sinh hoc, di truyén hoc, hoa hoc, dugec 1y
hoc va cac nha k§ thuat... Nghién ctu khang sinh 14 vi du dién hinh vé su két
hop nhiéu nha khoa hoc thudc nhiéu linh vuc khac nhau, chi c6 biét phéi hgp
chit ché méi dem lai thing lgi va hiéu qua.

1. DINH NGHIA KHANG SINH

C6 rat nhiéu dinh nghia kh4c nhau vé chat khang sinh, song c¢6 thé néu
lén mot dinh nghia dudc coi 1a hoan chinh nhat: "Khdng sinh la nhitng sdan
phdm ddc biét nhan duoe t vi sinh vt hay cde nguén tw nhién khdc c6 hoat
tinh sinh hoc cao, cé tac dung kim ham hodc tiéu diét mot cach chon loc lén
mét nhém vi sinh vdt xde dinh (vi khudn, ndm, protozoa...) hay té bao ung thu"
6 néng do thap.

Can phan biét mot s6 chat ciing do vi sinh vat tao ra nhung khéng dugc
goi la khang sinh nhu: rugu ethylic, cac acid hiiu co... vi ching tac dung 1én vi
sinh vat khac khong mang tinh chon loc va 6 nong do cao.

2. PON VI KHANG SINH

Dé biéu thi do 16n gia tri hoat tinh cta chdt khang sinh - trong 1 ml
(dv/ml) dung dich hay 1 mg ché pham (dv/mg) thudng ding don vi (dv) khang
sinh. P6 chinh 14 lugng khang sinh t6i thiéu hoa tan trong mot thé tich méi
trudng xac dinh c6 tac dung tc ché hay tiéu diét vi sinh vat kiém dinh.

Vi du: Don vi hoat tinh cua penicillin G 1a lugng penicillin G it nhat hoa
tan vao 50 ml canh thang c6 tac dung tic ché su phat trién caa Staphylococcus
aureus 209 P. Don vi hoat tinh cua Streptomycin 1a lugng Streptomycin it
nh4t hoa vao 1 ml canh thang c6 tac dung tic ché su phat trién cta E. coli... Vi
mbi khang sinh c¢6 don vi hoat tinh sinh hoc riéng nén phai ghi rd dé tién khi
st dung. Vi du: penicillin G 1 don vi biang 0,6 mcg, nghia 1a 1mg chtia 1.667
don vi; con streptomycin 1 don vi = 1 meg (1 mg = 1.000 dv); 1Img Neomycin
chtta 300 don vi (1 dv = 3,3 mcg); 1 don vi bacitracin chtta 20 mcg...

3. PHAN LOAI KHANG SINH

Danh sach cac chat khang sinh duge phat minh ngay cang dai thém mai.
Viéc phan loai cac khang sinh 1& can thiét vi né gitp cho cac nha khoa hoc ton
it thoi gian khi nghién ctiu cac khang sinh méi vé cdu tric hoa hoc, co ché tac
dung, doc tinh...

C6 thé phan loai khang sinh theo ngudn géc (khang sinh do xa khuén, vi
khuén, ndm) tao ra. Song c6 chit khang sinh do mét vai loai vi sinh vat cung
tao ra thi x&p sip thé& nao, do dé cach sdp x&p nay khong thich hgp. Cé thé
phan loai khang sinh theo co ché tac dung (khang sinh tac dung lén thanh té
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bao, 1én tdng hgp protein, tdng hop ADN, ARN ...). Cach phéan loai nay thich
hop cho cac nha Dugc ly hoc. Cac nha Hoa hoc thi dé nghi phan loai khang
sinh theo ciu tric hoa hoc. Phan loai khang sinh theo ciu tric hoa hoc la
khoa hoc nhat vi né giip cho ngudi nghién cttu nhanh chéng dinh huéng duge
cac dic diém cua chét khang sinh méi phat hién khi biét dude c&u tric hoa hoc
cla no, tranh lang phi thoi gian dé nghién ctu vé cac dac diém khéac. Phan loai
khang sinh theo c4u tric hoa hoc thuong chia ra cac nhom chit sau day:

+ Céac ch4it khang sinh ¢6 ciu tric B-lactam (penicillin, cephalosporin)
+ Cac khang sinh cha nhan thom (chloramphenicol)

+ Céac khang sinh ¢6 cdu tric aminoglycosid (streptomycin, gentamicin)
+ Cac khang sinh c¢6 cau tric 4 vong (cac tetracyclin)

+ Cac khang sinh polypeptid (polymyxin, bacitracin)

+ Cac khang sinh macrolid (erythromycin, spiramycin)

+ Cac khang sinh polyen (nystatin, amphotericin B)

+ Céc khang sinh chéng ung thu nhém antracyclin (daunorubicin)

+ Cac khang sinh chéng ung thu nhém actinomycin (dactinomycin D)

+ ..

4. CAC PHUGNG PHAP PHAN LAP VI SINH VAT SINH KHANG SINH

P& phan 1ap vi sinh vat sinh khang sinh ngudi ta phai 18y mau ti cic
ngudn co chat khac nhau: dat 6 rudng, dat quanh ré cay, dat nén & chudng gia
cam, gia stc, bun, nuéc & song hé... T cAc mau trén dem phan 14ap thuan khiét
nhiing vi sinh vat sinh khang sinh ma ta mong muén bing cac phuong phap
dic trung va trén cac moi truong chon loc.

Pé phén ldp xa khudn thuong dung méi truong cé thanh phdan sau:

Moi truong 1 Moi truong 2
(NH,),S0, lg KNO, lg
K,HPO, lg K,HPO, 3g
NaCl lg NaCl 0,2¢g
MgSO, lg MgCO, 0,3¢g
Tinh bot 10g Tinh bot 10 g
Agar — agar 20 g FeSO, 0,001 g
Nude may via du 1.000 ml CaCO, 0,5g

Agar - agar 20 g
Nuéc may vira du 1.000 ml

pH truée khi tiét trung 6,8 + 7,0
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Dé phan lap ndm mée thuong sw dung moéi truong cé thanh phdn:

NaNO, 6g
KH,PO, lg
MgSO, 0,05 g
Saccharose 20 g
Agar — agar 20¢g
Nuéc may viia du 1.000 ml

pH truéce khi tiét trung 6,0 +~ 6,2.

Vi du: Pa s6 vi khuén phat trién t6t trén moéi trudng c6 thanh phan giau
dinh dudng (pepton, canh thang - thach) ¢ pH 7,0 va nhiét d6 30 + 37°C. Trong
cac diéu kién trén ndm moc va xa khuén phat trién cham hon.

C6 thé khai quat hoa thanh nguyén tic dé thuc hién d& dang nhu sau:

1. Mbi chat khang sinh dudgc tao ra bdi mét hodc vai loai vi sinh vat xac
dinh. Vi du: tetracyclin do Str. aureofaciens, Str. viridifaciens tao ra;
penicillin do P. chrysogenum hoac P. notatum tao ra.

2. MBai loai vi sinh vat xac dinh c6 thé sinh téng hop ra mét hodc vai
chat khang sinh theo dic diém di truyén cta ching. Vi du: Str.
fradiae c6 thé tao ra neomycin A, neomycin B, neomycin C. Str.
rimosus tao ra oxytetracyclin ... Biét dugc nguyén tic trén viéc di tim
cac khang sinh da dudc mé ta rat dé dang. Vi du: mudn c6 khang
sinh streptomycin chi cAn phéan lap xa khuén thudc chi Streptomyces
va loai 1a griseus. Muén c6 khang sinh fumagillin ta can phan lap
ndm moc thudc chi Aspergillus va loai fumigatus. Muén c6 khang
sinh gramyxidin chi cAn phan 1ap vi khuén c6 bao ti chi Bacillus loai
brevis...

R6 rang dé phan lap mot vi sinh vat cho mét chdt khang sinh d& biét
cong viéc khéng phic tap 1dm, song dé phan 1ap nhiing vi sinh vat sinh chat
khang sinh méi doi héi cong viéc phiic tap hon nhiéu, nhat 1a nhiing khang
sinh chéng virus va ung thu.

4.1. Phuong phap cay dich chié&t dat 1én bé mit thach

Can chinh x4c mot lugng d4t, nghién trong c6i st véi mot lugng nude, sau
d6 cho vao binh lic khoang 5 phut. Dung nuée v trung pha lodng thanh
nhiing néng dd can thiét. Nho dung dich da pha lodng 1én méi trudng thach
dinh dudng gat nhe 1én bé mat thach cho phan tan déu. Nudi trong ti 4m
30°C, sau mot thoi gian 3 - 5 ngay xudt hién cac khuédn lac moc riéng ré. Cay
tach khuén lac d6 lén thach nghiéng cho thuin khiét, sau d6 nghién ctiu hoat
tinh khang sinh cta cac vi sinh vat phan lap dugc.
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4.2. Phuong phap cdy dat truc ti€p 1én bé mit thach da chia san vi
sinh vat kiém dinh

Trén hop petri c6 méi trudng dinh dudng va chia vi sinh vat kiém dinh,
dem gieo cdy truc ti€p cic "hat" d4at 1én bé mat thach, dé ti 4m 24 - 48 gid
mang ra quan sat. Néu xung quanh cac hat d4t c6 vong vé khuén, ta biét
dugce vi sinh vat trong hat dat dé c6 sinh ra chat khang sinh chéng lai vi sinh
vat kiém dinh. T cuc d4t d6 ta ti€n hanh phan lap va dudc vi sinh vat sinh
khang sinh dé nghién ctu ti€p. Phuong phap nay cho biét dude ngay la vi
sinh vat d6i khang phan 1ap dugc c6 kha ning tc ché duge vi sinh vat gay
bénh thudc loai gi.

4.3. Phuong phap lam giau dat

DAt trudée khi dem phan lap vi sinh vat sinh khang sinh dude dua vao
chau thuy tinh, gitt d6 4m xac dinh - thinh thoang ta lai cho thém mot it vi
sinh vat kiém dinh vao, tron déu. Nubi 6 tt 4m sau mot thoi gian dem ra phan
lap theo phuong phap néu 6 muc 4.1. Baing phuong phap nay ngudi ta dé dang
thu dugc vi sinh vat d6i khang vé6i vi sinh vat kiém dinh méc da ban dau vi
sinh vat d6i khang d6 c6 trong dat rat it.

4.4. Phuong phap thém khang sinh vao trong moi truong phan lap

Xa khuén phéat trién cham hon vi khudn va ndm mdc. Vi vay dé dé dang
phan 1ap xa khuén, ngudi ta cho thém khang sinh chéng ndm va khang khuan
v6i nong d6 tu 5 - 25 mcg/ml vao mdi truong phan lap. Cac khang sinh
thuong dung la: tetracyclin, neomycin, nystatin, streptomycin, penicillin,
chloramphenicol. Bing cach nay ngudi ta dé dang phan lap dudc xa khuin
sinh chat khang sinh.

4.5. Phan 1ap vi sinh vat sinh khang sinh chéng ung thu

Hau hét cac khang sinh chong ung thu vira c¢6 tac dung tiéu diét té& bao
ung thu, lai vira c6 tac dung tiéu diét t& bao vi khuén. Vi vay dé sang loc cac vi
sinh vat tao ra khang sinh chéng ung thu ta c6 thé dung vi khudn lam mé
hinh dé thi ban diu, vita d6 nguy hiém via dé ton kém. Nguyén ly cia
phuong phdp c6 thé tém tit nhu sau: trao d6i chit cta t€ bao ung thu khac
v6i t€ bao binh thuong. Su khac biét d6 dude dic trung 6 bo may ho hap cua té
bao, do cuong d6 ho hap ctua t&€ bao nhan thay cuong do6 hé hap cua té bao ung
thu thap hon nhiéu so véi té& bao binh thuong. Trén co s6 d6 Gauze (1958) da
néu y kién dung tac nhan gay dot bién céc tu cAu dé nhan dude cac chiung dot
bién c6 cuong do hap thu oxy thap hon chiing ban dau tu 20-80% lam vi sinh
vat kiém dinh dé thié tac dung chéng ung thu cia khang sinh. Umesawa
(1961) da st dung cac ndm men dot bién c6 cuong d6 ho h&p thap lam test dé
tht tac dung chéng ung thu cua khang sinh. Sau d6 so sinh d6 nhay cua
phuong phap dung t& bao ung thu va té bao ctia vi sinh vat dot bién nhan thay
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dung vi sinh vat dot bién c6 d6 nhay hon. Khi da chon loc ban dau dudc chat
khang sinh chéng ung thu réi, cAn phai thi tiép trén cac dong té& bao ung thu
in vitro va in vivo dé khdng dinh chinh x4c xem chit khang sinh tim thaiy c6
tac dung trén té€ bao ung thu hay khoéng? Coéng viéc nay hién nay thuc hién
tuong doi dé dang vi da c6 nhiéu dong té bao ung thu dude nudi cdy thuan
chung trong phong thi nghiém.

5. PHUGNG PHAP GAY POT BIEN VI SINH VAT BE NANG CAO HIEU
SUAT

Vi sinh vat sinh téng hop khang sinh phéan lap dudc ti co chit thién
nhién thudng c6 hoat tinh rat thap. Vi du: cac chung Penicillium phan lap tu
d4t chi dat ti 30 - 50dv/ml dich nudi cdy. Vi vay dé thu dudc cac chung c6 hoat
tinh cao dua vao san xudt doi hoéi phai cai tao chon giong bing cac phuong
phap khac nhau va nghién ctu diéu kién nuéi cay thich hop.

5.1. Chon chiung c6 hoat tinh cao bang phép chon loc tu nhién

Céc vi sinh vat c6 su bién di tu nhién theo tin sé khac nhau trong éng
giéng thuan khiét, c6 ca thé hoat tinh khang sinh manh g&p 10 - 20 1an nhiing
céa thé khéac. Can phai chon 14y ca thé c6 hoat tinh cao nhat trong éng gidng dé
nghién ctu tiép.

Tién hanh c4y giong trén hop petri sao cho mdi hép chi ¢6 10 - 20 khuén
lac tach riéng biét, sau d6 tién hanh kiém tra hoat tinh khang sinh cta ching
bang cac cach sau:

— D6 16p thach c6 chita vi khudn kiém dinh 1én bé mit hop petri da
nudi vi sinh vat sinh khang sinh. Dt hop petri vao tu 4m, 24 gic sau
doc két qua. Vong tic ché cang 16n hoat tinh khang sinh do khuén lac
tao ra cang manh.

— €6 thé khoan céc cuc thach c6 chita cac khuén lac vi sinh vat sinh
khang sinh d&t 1én hép petri khac da chia sdn vi sinh vat kiém dinh,
sau d6 nudi & tt Am 24 gio va doc két qua. T khuén lac c6 hoat tinh
khang sinh manh nh&t cdy ra thach nghiéng dé nghién ctu tiép tuc.
Waskman N.S. va cong su (1946) da st dung streptomycin cho vao
mdi trudng nudi cay Str. griseus 1a xa khuén sinh ra streptomycin véi
noéng d6 100 mcg/ml. K&t qua cho thdy chi nhiing ca thé nao c6 kha
niang tao ra streptomycin véi nong do 16n hon 100 mcg/ml méi song
s6t va phat trién. Pay ciing 1a phuong phap dé chon céac chung cho
hoat tinh cao.

Trong thuc t& viéc chon loc tu nhién céc ca thé c6 hoat tinh cao chi dé
nghién ctu ban ddu, né khong c6 gia tri 4p dung vao san xudt. D& thu duge
nhiing ching c¢6 kha nang siéu tong hop chit khang sinh ngudi ta ap dung
phuong phap dot bién nhan tao.
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5.2. Dot bi€n nhan tao

Céac tac nhan giy do6t bién manh nhu tia UV, X hay nhiing hoa chait:
iperit, ethylenimin, dimethylsulfat... Cho tac dung véi liéu lugng va thoi gian
thich hgp sé giét chét cac vi sinh vat. Nhiing ca thé nao néu con séng sét sé co
su dot bién gen, 1am thay d6i cac tinh trang dan dén hoac 1a mat kha ning tao
ra khang sinh (d6t bién 4m tinh) hoic lam téng hiéu suat sinh téng hgp khang
sinh 1én nhiéu lan (d6t bién duong tinh).

Bang 7.1. K&t qua chon giéng cac chiing vi sinh vat sinh khang sinh

Vi sinh vat sinh Tac nhan Hiéu suat tao khang sinh (dv/ml)
khang sinh gay dot bién | Ching ban dau Chling sau gay dot bién
Penicillin R, UV, |, EI 220 5200
Streptomycin R, UV 250 4200
Clotetracyclin R, UV 600 2200
Erythromycin uv, El 500 1000
Cha thich: R - Ronghen UV - Cuc tim
| - Iperit El - Etylenimin

D& tao ra cac chung cé hiéu suét sinh tong hgp khang sinh cao phai tién
hanh dot bién bac thang, két hop véi cac phuong phap di truyén phan ti nhu
tai t6 hop dinh hudng cac gen. Ki thuat tach dong gen, ki thuat tao va dung
hop t& bao tran da dem lai nhiéu két qua khoéng nhiing nang cao duge hiéu
suét sinh tong hop clia ching gidng ma con rat ngin dude thdi gian tao giong
mdéi. So d6 chon giong bac thang P. chrysogenum NRRL 1951 cho thay su phtic
tap cua cong viéc va long kién tri khong biét mét mdi cua cac nha nghién ciu
dé dat dudc hiéu qua cho mét ching gidng dung trong cong nghiép san xuét
penicillin (hinh 7.1).

6. NGHIEN CUU PIEU KIEN NUOI CAY CAC CHUNG VI SINH VAT
SINH KHANG SINH PHAN LAP PUGC

Sau khi da gay dot bién va chon loc dudge cac chiing cho niang suit cao can
phai nghién cu tiép diéu kién nudi cdy thich hop nhu: thanh phin méi
trudng, nhu ciu oxy hoa tan, pH, nhiét do, tién chat... c6 thé ting hiéu sudt
lén 2 - 3 1an. Vi du: dé 1én men san xuét penicillin V ngudi ta cho thém tién
chat (precursor) 1a acid phenoxyacetic, dé tao penicillin G cho thém acid
phenylacetic.

Nghién ctiu diéu kién nudi cay vi sinh vat sinh khang sinh 13 cong doan
quan trong cua coébng nghé 1én men, né gitip cho viéc t61 uu hoa cac thong
s0 ctia ky thuét 1én men va lam tang ning suit sinh téng hop, ha gia thanh
san pham.
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Hinh 7.1. So d6 dét bién chon gidéng P. chrysogenum



7. NGHIEN CUU CHIET XUAT VA TINH CHE KHANG SINH

Khang sinh 14 nhiing san pham trao d6i chit thi cap. Tuy theo dic tinh
cta loai ma sdn pham thi cdp dé duge tiét vao méi trudng nudi cdy (penicillin,
streptomyecin...) hay gitt lai trong t& bao (gramicidin, tetracyclin...). Dé thu 18y
cac hoat chat c6 dd tinh khiét cao can tim phuong phap chiét thich hgp. Néu
chiét bang dung mdi hitu cd thi dung moi cAn thoa mén cac yéu ciu sau:

— Dung mo6i dé kiém, ré tién, khong doc, kho chay.
— C6 tinh chon loc cao: hoa tan t6t hoat chat it hoa tan tap chat.
— D@ cat thu héi.

C6 khang sinh lai chiét bing phuong phap két tia (cac tetracyclin,
fumagillin...), hodc bang nhua trao d6i ion (khang sinh nhém aminoglycosid,
polymyxin...), vi vy phai nghién ctiu chon dudc chat phu gia cho qua trinh két
tiia (cac amoni bac 4) hodc cac cationit c6 dung lugng trao d6i 16n, dé phan hap
phu dé khéng pha huy hoat chét. Ky thuat chiét xuét va tinh ché khang sinh
thich hgp 1am cho san phdm dat chat lugng cao, bdo quan duge 14u hon déng
thoi con lam tang ty 1& thu héi va ha gia thanh san phdm. Vi du: trong nhiing
nim 60 - 70 ty 1é chiét xuit penicillin tif moi truong 1én men chi dat 60 - 70%.
Hién nay ty 1& d6 da dat 90 - 92%.

8. NGHIEN CUU HOAT TiNH KHANG KHUAN VA POC TiNH

Sau khi chiét xu&t va tinh ch& duge khang sinh tinh khiét, phai kiém tra
hoat luc ctia né (phd tac dung) d6i véi vi sinh vat kiém dinh: vi khudn Gram
(+), Gram (-), ndm... xac dinh dudc MIC (ndéng d6 t6i thiéu c6 tac dung tc ché).
Ngoai ra con phai kiém tra do vé trang cta khang sinh xem c6 14n vi sinh vat
la, d#c biét cac bao ti cia vi sinh vat giy bénh. Dé lam dugc viée d6 phai khu
hoat tinh ctia khang sinh, sau d6 c4y trén cic moi truong dic biét: canh thang,
thach mau..., khi hoat tinh penicillin bang penicillinase hay clohydrat
hydroxylamin; streptomycin kht bing hydroxylamin hay cystein. Nhiéu
khang sinh khong c6 chit khi dic trung thi do vo trung cua né chi xac dinh
dugc d61 véi nhiing vi sinh vat khong bi tac dung cia khang sinh dé.

Poc tinh khang sinh dude kiém tra bing dong vat thi nghiém. Ngusi ta
thuong dung chudt, tiém tinh mach, phic mac hay duéi da, uéng cac liéu
lugng khang sinh can nghién citu. Theo doi ching cin than sau 12 - 15 ngay
thi nghiém méi c¢6 két luan vé doc tinh cia khang sinh dem tht.

9. NGHIEN CUU VE DUGC LY VA PIEU TRI CUA KHANG SINH

Tac dung diéu tri ctia khang sinh dugc tién hanh trén dong vat thi
nghiém (thuong dung chudt). Tién hanh giy bénh thuc nghiém cho dong vat
bang mét loai vi sinh vat gdy bénh xac dinh. Thudng st dung liéu giy chét
50% dong vat thi nghiém (LD,,) va liéu giy chét 100% dong vat thi nghiém
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(LD,y). LD,, dudc coi 1a liéu gay chét t6i thiéu. Chia dong vat thi nghiém
thanh 3 nhom:

— Nhém 1: dung khang sinh diéu tri ngay sau khi gdy nhiém dong vat
bang vi khuan gay bénh.

— Nhém 2: dung khang sinh diéu tri sau khi gy nhiém dong vat it
nhat 5 gio. Trong ca 2 truong hdp trén dugc phép dung khang sinh
v6i lidu t61 da dé ctiu séng dong vat thi nghiém.

— Nhoém 3: 12 nhém déi chiing.

Dua vao s6 luong dong vat séng s6t ma két luan vé tac dung diéu tri cua
khang sinh. Lugng khang sinh t6i thiéu ctiu duge déng vat thoat chét la liéu
diéu tri t6i thiéu. Mbi khang sinh dung trong diéu tri déu cé doc tinh nhat
dinh. Néu liéu diéu tri thap hon do doc cho phép thi khang sinh d6 dugc su
dung trong diéu tri. Trong tat ca cac truong hop liéu diéu tri bang hoic gan
v6i liéu doc thi khong cho phép sti dung khang sinh dé trong y hoc.

10. TIEU CHUAN POI VOI MOT KHANG SINH

Khang sinh 14 nhiing hoa tri liéu, nhiéu khang sinh dugc phat hién
(> 8.000 chat) nhung chi c6 khoang 150 chat dudc ting dung trong y hoc. Trong
s6 d6 ciing chi c6 khoang 30 chat dugc ting dung rong rai. Nhiing khang sinh
con lai khong dude st dung phéan vi ching déc hai véi co thé hodc bi giam tac
dung khi ti€p xic v6i dich co thé. Nhiing yéu cau cia y hoc d6i véi mot khang
sinh la:

—  Khang sinh phai khéng doc hoéc rat it doc d6i véi co thé.

— Hoat tinh khang khuén phai nhanh va manh déi vé6i vi sinh vat gay
bénh.

— D& hoa tan trong nudc va bén viing khi bao quan lau dai.

— Hoat tinh khang khu4n khong bi giam khi tiép xtc véi dich co thé.

Trén thuc t&, ngoai penicillin ra khong c6 mot khang sinh nio thod man
ca 4 yéu cau trén. Vi vay ngudi thiy thudc diéu tri phai hiéu biét day da vé co
ché tac dung va cac phan tng phu cua khang sinh dé ké don chinh x4c, nén

phéi hgp cac khang sinh véi nhau ho#c khang sinh véi cac ché pham khac dé
tdng cuong tac dung diéu tri, gidm cic phan tng phu va doc tinh.

11. CAC PHUONG PHAP DINH LUGNG KHANG SINH

Dinh luong khang sinh trong moéi truong nudi cdy hay trong cac ché
pham dugc thuc hién bang cac phuong phap hoa hoc, hoa 1y hay sinh hoc.
Phuong phap sinh hoc rat hay dung vi tuong d6i chinh xac lai khong doi hoi
thiét bi dat tién.
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11.1. Phuong phap vi sinh vat

DPinh lugng khang sinh béng vi sinh vat dua trén nguyén tic khang sinh
tac dung kim ham su phat trién cta vi sinh vat kiém dinh; so sanh tac dung
v6i khang sinh chuén da biét sé tinh toan dudc ham lugng ctia khang sinh can
phéan tich. Tuy nhién phuong phap vi sinh vat ciing c¢6 mot sé nhuge diém, phu
thuodc vao nhiéu yéu t6 bén ngoai nén do chinh xac cho phép + 5%.

11.1.1. Phuong phdp pha lodang lién tuc

Dung dé dinh luong khang sinh trong dich nuéi cdy hay trong dich chiét.
Nguyén tac: pha loang khang sinh trong méi truong canh thang (trong suét)
trong cac 6ng nghiém da tiét trung thanh cac néng d6 khac nhau:

1:10; 1:20; 1:40; 1:80; 1:160...
hay 1:100; 1:200; 1:300; 1:4001 : 800...
hay 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32...

Tai mdi néng d6 khang sinh trong cac 6ng nghiém do, cho vao mot lugng
xéc dinh vi sinh vat kiém dinh. D4t cac 6ng nghiém vao ta &m 37°C/20 - 24 gid
dem ra doc két qua. N&u 6ng nao trong sudt ttc 1a tai néng dd pha loang dé
khang sinh da giét chét vi sinh vat kiém dinh.

Vi du: dinh lugng Streptomycin trong moi truong nudi cay Str. griseus.
Dung dich streptomycin chudn 10meg/ml.

Tién hanh theo bang sau:

Khang sinh S6 dng nghiém
112 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
b6 pha loang 1:211:411:8 [1:16|1:32 (1:64| 1:28 | 1:256 |1:512|1:1024 | 1:2048 | 1:4096
Stregtomycin -] - - - - + + + + + + +
chuan 10 ug/ml
Streptomycin th&r| - | - | - - - - - - - + + +

Chu thich: d&u (-) vi khuén bi giét chét
dau (+) vi khuén phat trién
O 6ng nghiém s6 5 (46 pha lodng 1:32) ctia khang sinh chuén vi khuin
kiém dinh khong phat trién dudgc.

Va 6ng s6 10 (d6 pha lodng 1:1024) caa dich khang sinh cin dinh lugng vi
khuén kiém dinh khéng phat trién duge. C6 thé tinh todn nong d6 khang sinh
theo cong thic sau:
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X = E x X,
Dc
trong do6:
Dc: d6 pha loang ctia khang sinh chuén
Dt: 0 pha loang ctia khang sinh thu
X: noéng d6 khang sinh can dinh lugng
X,: néng do ban dau ctiia khang sinh chudn
trong thi nghiém trén ta co6:

1024

X 5 x10 =320mcg/ ml

Pé két qua duge chinh xac khi dinh lugng khang sinh bdng phuong
phap pha lodng can chid ¥ nhiing diém sau:

(1) Dung méi trudng dé pha lodng c6 thanh phan én dinh

(2) Thao tac phai tuyét dé1 vo trung

(3) Lugng vi khuédn kiém dinh cho vao cic 6ng nghiém phai bang nhau.
(4) Thoi gian G dé cho vi sinh vat kiém dinh phat trién phai hang dinh.

C6 thé pha loang khang sinh cin thié vao méi truong thach - canh
thang sau d6 d6 ra hop petri dgi thach déng ta cdy cac vi sinh vat kiém dinh
va0, dé ti &m cho vi sinh vat phat trién sau 20 - 24 gié mang ra doc két qua.
Uu diém cta phuong phap nay 1a trén 1 hop Petri ta ¢6 thé thit nhiéu vi sinh
vat kiém dinh.

11.1.2. Phuong phap khuéch tan trén thach

Nguyén tdc: khang sinh khuéch tan vao moi trudng thach cé chia vi sinh
vat kiém dinh tao ra cac vong tc ché su phat trién caa vi sinh vat kiém dinh.
Do d6 16n cta vong tic ché khang sinh chuén va khang sinh thi réi tinh toan
hay tra bang tinh sn néng do sé cho két qua cin phan tich.

Phuong phap khuéch tan trén thach rat hay dung dé dinh lugng khang
sinh. Song dé chinh xac cin luu § dén chit lugng thach, d6 day 16p thach, pH
moi truong va nhiét do nuéi cdy. Nhiing khang sinh polypeptid rat khé khuéch
tan trong thach, nén thuong cho vao moi trudéng dinh lugng cic chat lam ting
d6 khuéch tan ctia khang sinh (CaCl, 1am ting kha ning khuéch tan cta
gramicidin C). Hodc dat cac hop petri ¢6 vi khudn kiém dinh vao ta lanh
(+ 4°C) trong khoang 5 - 6 git dé khang sinh kip khuéch tan vao trong thach,
sau d6 mé6i dem dé ti &m 37°C cho vi khuén phat trién (hinh 7.2).
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Hinh 7.2. Cac phuadng phap dinh lugng khang sinh

a. Binh lugng khang sinh dung phudng b. Binh lugng khang sinh dung phuong
phap khoanh gidy loc phap duc 16 thach

11.2. Phuong phap hoa hoc va hoa ly

Trong thuc t&€ mot s6 khang sinh duge dinh lugng bang phuong phap hoa
hoc va hoa 1y. Uu diém ctia phuong phap nay la thuc hién nhanh, cho két qua
ngay. Dé dinh luong penicillin bang phuong phap hoa hoc tién hanh nhu sau:
phé huy penicillin bang kiém, trung hoa rdi oxy hoa cac san phdm phan huy
bang iod. Pinh lugng iod thita bang Natri thiosulfat sé tinh dudc iod da tiéu
thu cho phén ting oxy hoa va ti d6 tinh ra ham lugng penicillin.

Nguyén tic cua phuong phap hoa ly dua trén phan tng tao mau cta
khang sinh hodc san phdm phan huy cta chung rbéi do bang quang phé ti
ngoai hoic may so mau réi tinh két qua.

Vi du: dé dinh ludng cac khang sinh nhém tetracyclin cho tao phtc véi
FeCly; do phd ti ngoai xac dinh su bién mit cac dinh hép thu cuc dai cta
khang sinh sau khi phan huy bing kiém.

Phuong phap so mau dinh ludgng erythomycin dua trén phan tng tao
mau ctua khang sinh véi acid sulfuric (27N). Dinh lugng khang sinh bang
phuong phap nao la chinh xac va thuén tién da dudc qui dinh r6 trong cac
dudc dién ctia mbi nude. Chi cac khang sinh da dude kiém nghiém theo cac qui
dinh & trong dudc dién mdéi cé gia tri vé phap 1y.

12. UNG DUNG KHANG SINH NGOAI LINH VUC Y HQC

Sau khi penicillin dugc 4p dung diéu tri bénh nhiém trung cho ngudi vao
niam 1943 ngudi ta da nghién ctiu ngay viéc ting dung penicillin vao chiia bénh
cho gia stic. Cac nha nghién ciu va nha kinh t& két hgp véi nhau rat chit ché
nham phat huy tinh hiéu qua t6i da ctia khang sinh.
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12.1. Khang sinh dung trong chan nuoi

Gia stuc, gia cam cling bi vi sinh vat gy bénh tan céng gy chét hang
loat. Bac si thd y da st dung khang sinh lam vii khi hiiu hiéu dé diéu tri cac
bénh cho dong vat. Khang sinh griseoviridin dung diéu tri bénh viém phéi cép,
viém v cua trau, bo, metimyxin hodc chloramphenicol dung diéu tri cac bénh
do Brucella gay ra; fumagillin diéu tri bénh ia chay do Protozoa giy ra & ong
lam chét ca dan ong.

Khang sinh con duge st dung nhu chit kich thich tang trong dan gia stc,
gia cAm. Giam chi phi thtc an; kich thich tang san lugng tring 6 ga, vit. O
Mg, cac nuéc TAy Au va Nhat dung bacitraxin, flavomycin, avoparxin,
monenzin lam ch&t kich thich ting trong. Mot s6 nuéc khac con dung khang
sinh nhém tetracyclin. Cac ché phdm Biovit (biomycin va vitamin B,,),
Terravit (teramycin + Vitamin B,,) 1a chat kich thich ting trong lgn, ga, vit.
Thuong bé sung Biovit hay Terravit ¢6 ham lugng 15 - 20 g khang sinh va 8 -
12 mg vitamin B,, vao 1 tan thtc 4n cho lgn, ga vita phong dudge bénh ia chay,
via kich thich ting trong dén 20 - 25% so v6i 16 chiing. Vé co ché kich thich
tang trong cua vat nudi bang khang sinh ¢ néng d6 thap c6 nhiéu céng trinh
nghién ctiu nhung van chua rd. Ngudi ta giai thich ¢6 thé do hai nguyén nhan
sau day:

12.1.1. Tdc dung ctia khdng sinh lén hé vi khudn chi ¢ ruét

Khang sinh lam ting s6 lugng vi sinh vat cé ich trong rudt, ting cuong
téng hgp vitamin, tdng cudng tai hap thu cic thic dn. Lam gidm di cac vi sinh
vat c6 hai thuong tiét ra cac chat doc, hodc st dung mat ciac vitamin, khang
sinh lam giam pH & rudt, giam stc cang bé méit ctia t& bao va lam ting cuong
su sinh trudng... T4t ca cac nguyén nhan d6 da gidp cho ddng vat ting cuong
trao doi chat va 16n nhanh hon.

12.1.2. Tac dung gidn tiép cia khdng sinh lén co thé dong vit

Khang sinh lam thay d6i hé vi sinh vat & rudt dan téi cac tac dung sau:

— Tang cuong téc dd hap thu chat dinh dudng, kich thich st dung cac
ch&t chuyén hoa déng thoi lam giam tiéu hao nang lugng dé phan
giai thic an.

—  Tang cudng qua trinh diéu tiét cac hormon, dac biét 1a hormon sinh
trudng gidp co thé 16n nhanh hon.

— Tang cudng qua trinh téng hgp dudng va vitamin A tit caroten; Vi vay
tac dung kich thich ctia khang sinh 1én co thé déng vat, dic biét dong
vat con non 1 qua trinh phtc tap gidn ti€p qua hé vi khuén chi &
rudt do nhiéu nhan t& khac nhau lam anh hudng dén chuyén hoa co
ban céc thiic an dung nudi dong vat.

94



12.2. Khang sinh diung trong trong trot

Céac ndm, vi khuén, virus gay ra nhiéu loai bénh cho cay trong lam mua
mang that thu 16n.

MAm bénh c6 thé nhidm tir hat giéng, tit cAc phé thai con lai cia mua
mang, ti phan chudng, ti dat hoic trong bui khong khi. Viéc chon khang sinh
dé tiéu diét vi sinh vat gay bénh cho ciy trong khong chi chd § dén tac dung
khang sinh ma con phai quan tAm dén hiéu qua kinh té.

Nghién ctiu qua trinh phat trién néng nghiép trén thé giéi dé nhan thay
mot hién tugng c6 tinh qui luat: san xuat ngay cang di sdu vao thAm canh thi
mtic d6 phat trién va tac hai ciia sdu bénh cang nghiém trong. Theo s6 liéu caa
T6 chiic FAO, hang nam téng s6 thiét hai muia mang do sau bénh va cé chiém
t61 34%, trong do6 thiét hai do bénh cay chiém 11,6%.

Trong s6 cac bénh cta ciay dudec m6 ta, bénh ndm chiém 83%. Thudc hoa
hoc dung trong bao vé thuc vat dua lai hiéu qua phong tri rd rét, song ciing
tén tai moét s6 nhuge diém: d6 1a tinh doc khéng chon loc, dic tinh khé phan
huy trong dat, su tich luy cac chat doc trong moi truong khong nhiing lam
thay d6i dang ké cdc méi quan hé phong phu gitia cac loai sinh vat trong cac
hé sinh thai, anh hudng tiéu cuc dén ning sudt ma con nhiém ddc mdi trudng
séng ctia con ngudi, nhiéu truéng hop dan dén ti vong. Nhiing thanh tuu to
16n trong tri liéu bénh nhiém trung ¢ ngudsi bang thuéc khang sinh vao nhiing
ndm 50 cua thé ky XX da gdi mé xu huéng st dung khang sinh trong linh vuc
bao vé thuc vat.

Khang sinh dung dé d&u tranh v6i bénh thuc vat phai thod mén cac yéu
cAu sau:

— Cé hoat tinh khang sinh manh d6i véi mam gay bénh.
— D& tham vao cac té€ bao cua cay.
— Liéu diéu tri khong cé hai dén cay.

— Khang sinh phai bén viing trong mot thdoi gian du ¢ bé méit hay da
tham siu vao trong cay.

Thong dung nhat 1a xt ly hat bang khang sinh trudc khi dem gieo trong,
xt 1y dat tréng bang khang sinh hodc cac vi sinh vat d6i khang trong dat.

Hién nay c6 khoang 30 chit khang sinh da duge st dung dé d4u tranh
v6i cac bénh cta cay trong do nhiém khuédn va ndm gay ra. Trong diéu kién
thién nhién khang sinh bi phan huy nhanh, vi vay phai tim kiém cac chat
khang sinh cé do bén viing cao, tiéu diét mam bénh nhanh, khéng nén dung
cac chdt khang sinh ting dung trong y hoc dé diéu tri bénh cta cay tréng. O
Nhat, My, Lién X6 cii, cac nude chau Au khac da san xuét véi lugng 16n cac
khang sinh dung trong thuc vat. Vi du: Nhat Ban da san xudt trén qui mo
cong nghiép hon 10 chat khang sinh chuyén dung cho bao vé cay trong nhu:
blastixidin (kasugamyxin), validamyxin.
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Nhiing khang sinh thudng dung trong trong trot la:

- Griseofulvin: dung chdong lai cac bénh do Botrytis gy ra (bénh ri sit
6 lda my).

—  Trichotexin: tdc dung véi nhiéu loai ndm gy bénh nhu Botrylis
cenerea, Helmintosporium géy bénh cho bong.

— Blastixidin S (khang sinh chiét tit Str. griseochromogenes). C6é thé
tiéu diét nhiéu vi sinh vat gay bénh cho cidy & néng d6 50 - 100
mcg/ml. O Nhat dung d&u tranh véi bénh vang lui giy ra bdi
Piricularia oryzae.

— Kasugamyxin do Str. kasugaensis tao ra (Umezawa, 1965) nong do
1 mecg/ml du dé tiéu diét Piricularia oryzae (hoat tinh manh hon
blastixindin 50 - 100 14n). Hién nay dung kasugamyxin thay thé cho
blastixidin dé ch6éng bénh vang lui vi khéng déc dsi v6i ngudi.

-~ Polyoxin: dudc tao ra bdi Str. cacaoi c6 hoat tinh chéng ndm manh:
Alternaria, Cocholiobalus, Pircularia (Misato, 1975).

— Validamyxin: do Str. hygroscopicus var. limoneus la khang sinh dudgc
san xudt ¢ Nhat Ban, Trung Quéc dung dé diét ndm Rhizoctonia
solani gdy bénh kho van hai lda rat hitu hiéu. Thoi gian ban phan
huy ctia validamyxin trong dat 1a 4 gic.

— Herbicidin A va B: 12 khang sinh diét c6 do Str. saganonensis tao ra
(Mamoru, Tatsuo 1976). Herbicidin kim h&m sy phat trién cua
Xanthomonas oryzae gay bénh cho laa.

12.3. Khang sinh dung trong cong nghiép thuc pham

Bao quan thuc phdm tuoci va cac thuc phdm déng hop 1a van dé rat quan
trong dudc nhiéu nha khoa hoc quan tdm. Thuc phdm déng hop dé gid dude
lau thuong dung phuong phap kht trang bang nhiét, dé trong lanh. Tuy nhién
khi khti tring bang nhiét sé lam thay d6i gia tri cia thuc pham, dic biét 1a
huong vi, mot s6 vitamin bi phan huy. Nguyén nhan lam héng thuc pham la
do vi sinh vat (vi khuin, ndm men, ndm mdoc). Sau khi phan huy thuc phdm vi
khuén con tiét ra cac doc t6, an phai thuc phadm d6 sé bi ngd doc nguy hiém.

D& tidu diét vi sinh vat c6 trong thuc phdm thuong dung cac tic nhan vat
Iy va hoa hoc.

— Téac nhan vat ly: khi trung bang nhiét, tia X, UV.

— Tac nhan hoa hoc: acid benzoic, nipazin, SO,... Mot vai khang sinh la
nhiing chit bao quan ly tudng thuc pham tuoi va déng hop. Chi can
nong do khang sinh rat thap da cé thé git cho thuc pham bao quan
dugc 1au dai.

Céc chat khang sinh nhu subtilin (do B; subtilis tao ra), nisin (do B.

licheniformis tao ra) dung bao qu\én thuc pham déng hop, cho thém khang
sinh vao thi thoi gian kht trung bang nhiét ngin di, nhiét do khi trung giam
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xubng lam cho chét lugng san phdm tot hon cac vitamin khéng bi pha huy,
huong vi it bi bién doi. Dac biét bao tii cac vi khuan wu nhiét nhu Clostridium
chét nhanh hon khi khti tring nhiét d6 thap c6 khang sinh dung bao quan.

Khang sinh nisin khéng dung trong y hoc. N6 dugc coi nhu mot "hoa
ch&t" 1y tudng dé bao quan thuc phdm déng hop nhu: ca chua, dau xanh, bép
cai va cac loai rau khac va dic biét 1a phomat. Trong bao quan thuc pham
ciing thudng st dung phuong phap lén men lactic (muéi dua, ca, lam mém,
lam nem chua...) Nguyén tic clia phuong phap nay la khi acid lactic do vi
khuén lactic tao ra trong mdi trudng dat dén néng d6 nhat dinh lam cho pH
giam xuéng 3 - 3,5. Cac thuc phdm nay bao quan dude rat lau va van gii dude
dinh dudng.

St dung khang sinh trong chin nubdi, trong trot va cdng nghiép thuc
phdm cin phai luu ¥ dén kha ning xut hién nhiing vi sinh vat khang khang
sinh sé& rat nguy hai cho viéc diéu tri cac bénh nhiém trung 6 ngudi. Thuc
phidm dic biét 1a cac san phim thit, ca, tom hoic siia. Néu xuét khau tiéu
chuén kiém nghiém d4u tién cin xac dinh 1a c6 chita khang sinh hay khéng?
Néu c6 vét khang sinh phia nhap khéu sé tra lai.

TU LUQNG GIA
1. Ké tén mot s6 dai dién ctaa khang sinh tu nhién duge sinh téng hop tit
ndm méc, ti xa khuén, ti vi khuén.

2. Chiing minh ¥ nghia tich cuc ctia cong tac dot bién trong chon giéng dé
san xudt khang sinh.

3. K& tén cac khang sinh duge dung trong nganh khéc véi muc dich ting
trong, chita bénh cho cay tréng va gia stic, bao quan thuc pham.
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Chuong 8

SAN XUAT CAC KHANG SINH NHOM B-LACTAM

1. PAI CUONG VE CAC p -LACTAM

Bang 8.1. Cac nhan co ban cla khang sinh p-lactam

Tén nhém Cau trac hoa hoc chung Khang sinh dai dién
S
Nhan Penam LD Cac penicillin tu nhién va ban téng hop
O/
O ya B OTH 7 .
D Cac penicillin khang B-lactamase (acid
& N clavulanic)
Nhan Clavam o 0
N\
S Cac penicilin  khang p-lactamase
N\> (sulbactam, tazobactam)
Y
o

Nhan Cephem

Cac cephalosporin va cephamycin

Monobactam hay
B-lactam

Nhan LO Cac carbapenem ban téng hop tu
Carbapenem 0% N/ thienamycin (imipenem, meropenem)
Nhan

Aztreonam
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Khang sinh nhém pB-lactam bao gdom cac chit c6 chia vong B-lactam
(vong amid 4 canh) va c¢6 c4u tric nhan c¢é ban nhu trong bang 8.1.

Theo c&u tric hoa hoc cac khang sinh nhém p-lactam cé thé chia thanh
nhiing nhém sau:

— Cac Penicillin

— Cac Cephalosporin
— (Cac Carbapenem
— Cac Monobactam

Dac tinh chung cta ciac khang sinh B-lactam 1a tac dung lén thanh té€ bao
vi khudn bing cach tic ché su téng hgp peptidoglycan ctia thanh té& bao vi
khudn. 2 nhém khang sinh quan trong nhét ctia ho B-lactam 1a cac penicillin
va cic cephalosporin. Trong khuén khé ctia gido trinh nay chi giéi thiéu vé quy
trinh sinh téng hop va nguyén tic ban téng hgp mét s6 khang sinh tiéu biéu
cua ho B-lactam.

2. SINH TONG: HOP CAC PENICILLIN
2.1. Pai cuong

Céc penicillin 1a dai dién tiéu biéu cho cac khang sinh c¢6 ngudn géc ti
nidm moéc. Ngoai ra con mot vai khang sinh khac nhu griseofulvin, trichotexin,
fumagillin... cting dudc sinh ra ti cac chung ndm méc khac nhau.

CAc penicillin cé cau tric hoa hoc chung gbm vong B-lactam néi véi vong
thiazolidin. Penicillin G 1a ch&t khang sinh tiéu biéu dugc Alexander
Flemming tim ra dau tién vao nam 1928 trong khi nghién ciu vé tu cau
khudn. Ong nhan thiy trén hop petri nuéi cdy tu cAu c6 nhiém ndm méc
Penicillium notatum va tao thanh vong vé khuan. Fleming goi chit tic ché tao
vong vo khuén nay 1a penicillin. Pén nam 1941, cdc nha bac hoc Anh 1
Howara Walter Florey va Ernst Boris Chain méi tinh ché& dudc penicillin duéi
dang tinh khiét va nghién ciu phuong phap 1én men. Nam 1943, penicillin da
duge san xudt 6 quy mé céng nghiép ¢ My dé phuc vu diéu tri cac bénh nhiém
trung cho thuong binh trong chién tranh thé gi6i thd hai. Penicillin ciing la
khang sinh dau tién dudc san xuat l1én men chim & quy mo céng nghiép (1947).
Viéc phat minh ra penicillin tao ra mot buéc ngoat quan trong trong linh vuc y
hoc thé giéi va duge danh gia 1a mot trong cdc phat minh quan trong bac nhat
cua thé ky XX. Do cac déng gbp to 16n d6 Flemming, Florey va Chain da dugc
tang giai Noben vé y hoc (hinh 8.1).

Cd ché tac dung cta penicillin 1én t& bao vi khuidn nhay cam la ngin can
viéc téng hgp thanh t& bao & vi khuén, c¢6 phd khang khuin hep: tac dung 1én
cau khudn Gram (+) nhu tu cAu, phé& cAu, lién cau, mét s6 vi khudn Gram (-)
lau cAu, mang nio cAu va con cb tac dung diéu tri bénh giang mai do xodn
khuén gay ra.
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Alexander Flemming Ernst Boris Chain Howara Walter Florey
(1881 — 1955) (1906 — 1979) (1898 — 1968)

Hinh 8.1. C4c nha bac hoc nhan gidi Nobel y hoc nam 1945 vé cong trinh penicillin

Penicillin dudgc coi 1a khang sinh ¢6 nhiéu uu diém nh4t trong cac khang
sinh st dung: hiéu qua diéu tri cao, it doc va gia ré nhat. Tuy nhién penicillin
cling ¢6 mot s6 nhuge diém:

— Kém bén viing khi gip 4m;

— Gay di ting, soc phan vé vi vay bat budc phai thi test di ing truée khi
tiém;

— [t tac dung lén cac vi khudn Gram (-);

— Nhanh chéng bi khang thudc do cac loai vi khudn c6 thé tiét
penicillinase va B - lactamase pha huy ch4t khang sinh.

Tuy c¢6 mot s6 nhudc diém nh&t dinh nhung hién nay penicillin van 1a
khang sinh dugc san xuat véi s6 lugng 16n nhat trong tat ca cac khang sinh
hién c6 (san lugng toan thé giéi hon 45.000 tdn/nam - trong d6 Ha Lan chiém
15.000 t4n/nam, Trung Quéc 10.000 tdn/nam, sau d6 1a An Do, My, Anh, Dic,
Phép...). Lugng penicillin 16n nay cht yéu dude dung lam nguyén liéu dé ban
téng hop tao ra cac khang sinh méi thuéc nhém B-lactam, con trong y hoc va
thd y chi dung mét lugng nho.

1.2. CAu trac hoa hoc, phan loai va tinh chat

Céc penicillin dude cdu tao bang 2 vong: B-lactam va thiazolidin va chi
khéac nhau 6 géc R cia mach ngang. Tuy nhién c6é ¥ nghia 16n nhat trong diéu
tri cling nhu trong thuong mai 12 penicillin G va V (bang 8.2).

S
R— CONH AE( I
/ N
&

COOH
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Bang 8.2. Phan nhom céac penicillin

T Tén nhém Tén khang sinh Nguén géc
1 Cac penicillin tu nhién Penicillin G, V, N, K, F... | Sinh téng hop
2 | Céac penicillin ban téng hop Ban téng hop

- Cac aminopenicillin

Ampicillin
Amoxycillin

Bacampicillin

- Céac chét khang lai penicillinase

Cloxacillin
Dicloxacillin
Flucloxacillin
Oxacillin
Nafcillin
Methicillin

- Céc penicillin phé réng
(Carboxypenicillin)

Carbenicillin
Ticarcillin

Temocillin

- Cac penicillin phé rong
(Ureidopenicillin)

Mezlocillin
Azlocillin

Piperacillin

- Céac chét khang p-lactamase

Clavulanic acid
Sulbactam

Tazobactam

Sinh t8ng hop
Téng hdp hoa hoc

2.3. Quy trinh sinh téng hop

T G6c R Tén goi géc Tén penicillin
1 CH,(CH,); - CH, - Heptylpenicillin Penicillin K (1V)
2 CH;- CH,CH =CH - CH, 2-pentenylpenicillin Penicillin F (1)
3 CH;- (CH,);- CH,- Amylpenicillin Dihydropenicillin F
4 CsHs- CH, - Benzylpenicillin Penicillin G
5 CgHs- O - CH, - Paraoxybenzylpenicillin Penicillin X (III)
6 HO — C¢Hs- CH, - Phenoxymethylpenicillin Penicillin V
NH -amino-4- -
! HOOC-CH(éHz)Z-CHZ- :)ua:;rlllg)ne?ﬂiiﬁiirboxy Penicillin N
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Trong mdi trudng 1én men P. chrysogenum néu khong cé chit tién thé sé
xuét hién mot hén hgp géom 4 - 6 penicillin khac nhau (bang 8.3). Trong s6 nay
¢6 penicillin G va V 1a 2 chét c6 nhiéu uu diém nén duge san xust dé dung
trong y hoc. Dang acid tu do ctia penicillin G khéng bén viing, vi vay thuong
diung dang muéi Na, K d& tan trong nudc. Penicillin G dang bot khé rat bén
viing, khi gap 4m rat dé bi phan huy vi vay lo bot kho khi hoa tan vao nuéc
phai tiém ngay.

— 1 don vi penicillin G Na = 0,60 mcg hay 1 mg chiia 1.667 Ul,
— 1 don vi penicillin G K = 0,64 mcg hay 1 mg chita 1.530 UI,

Penicillin G khéng bén trong méi truong acid: khi bi tac dung cia dung
dich acid lodng (6 30°C) vong B-lactam bi md, do dé6 it hap thu qua dudng uéng
(15 — 30%), chi dung tiém (t6t nhat 1a tiém tinh mach). Ngoai ra penicillin G
ciing dé bi kiém ho#c penicillinase phan huy. Penicillin V dugdc dung dudng
uong (hap thu khoang 60%).

2.8.1. Chung giéng

Cho d&n nay phuong phap duy nhit dé san xuét penicillin G va V 1a sinh
téng hgp ti ndm maoc P. chrysogenum.

Hinh 8.2. Khu&n ty P. chrysogenum
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Vao nhiing ndm 1940 — 1950, viéc nghién ciu san xuét penicillin thuong
st dung cac chung P. notatum va P. baculatum. Tu khi truéng Dai hoc
Wisconsin (M) phan 1ap dudc chung P. chrysogenum c6 hoat tinh cao hon thi
chung nay da dan thay thé va tit khodng sau nhiing ndm 50 ctua thé ky XX, tat
ca cic cong ty san xudt penicillin trén thé giéi déu st dung cic bién ching
P. chrysogenum cong nghiép. Bién chung P. chrysogenum Wis Q-176 (dudc
tuyén chon tit chtung P. chrysogenum URRL 1951) duge xem 14 ching géc caa
hau hét cac chung cong nghiép dang st dung hién nay trén toan thé gidi.
Niang sudt ndm 1947 chi dat tit 60 - 80 UI/ml nhung nhd c6 cac ky thuat cua
cong nghé di truyén hoc nhu khuéch dai gen cac ching san xu4t hién nay da
dat t61 85.000UI/ml (1993).

Chung ndm méc P. chrysogenum thudc ho ndm cuc (Aspergillaceae), chi
méc xanh (Penicillium) thudng gap trén cac chit hitu cé muc nat, thé sgi tring
roi xam xanh. Gidng cong nghiép dudc bao quan lau dai 6 dang déng kho, bao
quan siéu lanh 6 — 70°C hoic bdo quan trong nito 10ng.

2.3.2. Thanh phdn méi truong dinh duong

Nhin vao cdong thtic cdu tao ciia phan ti penicillin cho thiy day la mot
tripeptid vong gom 3 acid amin la: acid aminoadipic, cystein va valin. Theo quan
diém phd bién hién nay 3 acid amin nay 1a tién chét dé tdng hop ra nhan co ban
cta penicillin 14 6-APA. C6 thé biéu dién c&u tao cta tripeptid d6 nhu sau:

ol SH

: ] :
HOOC—CHNH2-CH2—CH2—CH2—6-=-NH—CIZH—CHz CH={CHa),
' CO—NH+CH-COOH

v

re=-

Acid aminoadipic Cystein Valin

Vi vay dé 1én men sinh tong hgp penicillin véi hiéu sudt cao mdi trudng
can c¢6 ngudn dam giau acid amin dé t&€ bao ndm x4y dung nén phan tu
penicillin. Nguén dinh dudng déng vai trd rat quan trong dén hiéu suit cua
qua trinh sinh téng hgp tao khang sinh. Vé nguyén tic néu nguén dinh dudng
dude cung cap day du thi su tich tu penicillin sé xay ra manh mé khi hé sgi
phat trién dat trang thai can bing. Né&u thiéu thic adn sé x4y ra hién tugng tu
phan cia soi, con néu thita thi sgi phat trién nhanh qua sé khong tich tu
penicillin ma tich tu nhiéu acid gluconic va acid malic.
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HoN HN HN CHj;

N /
,CH—(CH,);-COOH JCH~CHy"SH CH—CH
HOOC HOOC . HOOC cH,

Acid L-o-aminoadipic L-cystein L-valin

'

d-(L-o-aminoadipyl)-L-cystein

HN
CH—(CH2)3 CONE/
- L,
N.D
S-(L-a -aminoadipyl)-L-cystein-D-valin COOH

H,N

N _ © S\ _-CH (Huéng Il
HOOC” ,CH=(CH,); CONHJ;{ CH {uong I, Penicillin N

Acid L-a-aminoadipic Isopemcllhn N
)y/ (hung 1) \Amd phenylacetic
HzNj:_‘/ R—CONH
CH3 CH;
/N /];N—\[

0] COOH (0] COOH
Benzylpenicillin
Acid 6-aminopenicilanic (penicillin G)

Hinh 8.3. Qua trinh sinh t6ng hop penicillin tir cac acid amin

Thanh phan méi trusng dinh dudéng bao gobm nhiing nguén chinh sau:

Nguén carbon: Glucose hay lactose 14 ngudn ning lugng chinh dé ndm
phat trién. Ngudn hydrat carbon thich hgp nhat 14 glucose nén trong pha phat
trién dé ting sinh khoi (48 gis ddu) cua qua trinh, ndm déng hoa hau nhu
toan bo glucose. Vi vay khi chuyén sang pha tht 2 - pha t6ng hop ra phén ti
penicillin thi nguén ning lugng bi can kiét dan dén giam hiéu sudt sinh téng
hop. P& khéc phuc, méi truong 1én men tao penicillin cAn bd sung lactose
(thuong ty 1& glucose va lactose 1a 1:1). Trong truong hgp khong cé lactose thi
c6 thé thay hoan toan bang glucose. Song phai dinh lugng va b sung glucose
trong suét qua trinh 1én men. Ngoai ra ndm con c6 kha niang déng hoa tinh
bot, dextrin, saccharose, cac acid htiu co nhu acid lactic, acid acetic...

Nguoén nito: N&m méc c6 kha ning dong hoa nito v6 co nhu cac mudi
. N . A . ~ PN A .o . . 2 A
amoni va nitrat, nguon nito hitu co phai 1a nguon dam giau acid amin dé nidm
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x4y dung nén phan tu penicillin, do d6 trong méi truong san xuit ludn c6 mat
cao ngd. C6 thé thay thé moét phan cao ngd bing bot dau tuong, bot lac hoic
bot hat bong. P. chysogenum c6 kha ning tiét ra proteinase kha manh nén cac
hgp chat protein trong cao ngd hay bot lac rat dé dugc ndm st dung. Tuy
nhién lugng N phai vita di vi néu thiéu sé xay ra hién tugng tu phan cta sdi,
con néu thira thi soi phat trién nhanh qua ciing lam gidm hiéu suét sinh
penicillin.

Nguén luu huynh: C6 § nghia dic biét trong qua trinh sinh téng hop
penicillin vi né tham gia vao cdu trdic phin ti dé tao nén vong thiazolidin.
Nguén luu huynh thudng dung 14 cAc muéi sulfat ctia kali, natri va amoni. Cac
chat nay tham gia vao téng hgp methionin, cystin, biotin, thiamin... Hay st
dung nhat 1a Natri thiosulfat (Na,S,0,).

Nguén kim loai vi luong: Mot s6 kim loai nhu Mg, Mn, Fe, Zn, Na, Cu ...
thudng dude b6 sung dudi dang mudi sunfat hodc c6 sdn trong nuéc may hodc
ngudn nguyén liéu tao moi trudng.

Chdt tién thé:- P. chrysogenum trong qua trinh phat trién tao ra 4 - 6
penicillin ¢6 géc R ¢ mach bén khac nhau c6 hoat tinh khang khudn khac
nhau. Trong cong nghé 1én men penicillin ngudi ta phai diéu khién dé tao ra
penicillin G (benzyl penicillin) va penicillin V (phenoxymethyl penicillin) 1a
hai ch4t c6 tac dung manh khi dua vao co thé. Thém acid phenylacetic vao méi
trudng 1én men nhan thiy hiéu suit penicillin G ting thém 30 - 50%. Trong
cao ngod c6 chat phenyl etylamin (CgH,CH,NH,) nén ciing lam ting hiéu suit
sinh tdng hgp penicillin. Ngudi ta cho ring phenyl ethyllamin céing 1& moét
cht tién thé (cung cip goc R) dé sinh tdng hgp phén ti penicillin G. D& tao ra
phan ti penicillin V chét tién thé dung 14 acid phenoxyacetic. Theo 1y thuyét,
nhu cau vé phenylacetat 1a 0,47 g/g penicillin G (hoic 0,47g phenoxylacetat/g
penicillin V). Trén thuc t& ca 2 ciu ti nay déu gay doc cho ndm nén ngudi ta
thudng lua chon giai phap bé sung lién tuc va khéng ché chit ché nong d6 theo
yéu cau dé khong lam giam nang luc 1én men cta ching san xuét.

Moi truong nhén giéng cé thanh phén gom:

— Caongo6 20 g
—  Glucose 40 g
- KH,PO, 0,5¢g
- NaNO, 30¢g
- MgSO,.7H,0 0,125 ¢
- CaCoO, 50¢g
—  Nuéc may viia du 11lit

—  pH sau khi kht trung 6,0 - 6,1
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Moi truong lén men tao penicillin c¢6 thanh phan (%):

— Caongob 0,5
—  Glucose 0,5
— Lactose 0,3
- NH,NO, 0,125

- MnSO,.5H,0 0,1
- Na,S0,.10H,0 0,05

~  MgS0,.7H,0 0,002
~  7ZnSO, 0,002
~ KH,PO, 0,2
~  (CaCo, 0,3

— Acid phenylacetic 0,1
— DAau pha bot theo nhu cau

2.3.3. Diéu kién lén men

Nhiét d6: Thuong tién hanh nhan giéng 6 30°C, 1én men 6 23 - 25°C.

pH: pH thich hgp trong khoang 6,0 - 6,5. Trong qua trinh 1én men pH
méi truong thay d6i tuy thudc vao téc do st dung cac chat carbon va nito. Dé
6n dinh pH ngudi ta cho CaCO, vao mdi trudng 1én men.

Théng khi: P. chrysogenum la chung rat hiéu khi nén qui trinh nuéi cay
can thdi khi (d6i véi 1én men bé mat), lic hoac khudy tron kém theo suc khi
(d61 véi 1én men chim). Nhu cau cap khi khi ¢6 khudy tron lién tuc 1a 1,2 - 1,5
VVM.

Thoi gian: Trong 6 - 7 ngay.
2.3.4. Quy trinh lén men

Trong nhiing ndm 40 cta thé ky XX viéc san xuit penicillin dugc thuc
hién bing phuong phap 1én men, bé mat ¢ thé 1a co chit rdn hoic 16ng. Co
ch&t rin 14 cac loai hat hoidc cam. D& 1én men & co chét 1ong ngudi ta nudi ndm
trong cac chai thuy tinh bet (chai Roux) ¢6 chtta méi truéng dinh duéng. Vang
mdoc sau khi 1én men c6 thé dung cho 1én men 1an tha 2 bing cach cho méi
truong dinh dudng méi vao duéi 16p vang nay. Qua trinh tién hanh & 24°C
trong 6 - 7 ngay. Trong qué trinh 1én men cin théi khi v6 trung. Vao thoi do,
mét s6 nude st dung phuong phép nay dé san xuét dich loc penicillin dé rta
vét thuong. O Viét Nam trong nhiing nam 1951 — 1953, dudi su 1lanh dao ctaa
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Gido su Diéng Vian Ngii, cac nha khoa hoc cia nuéc ta ciing da san xuat duge
dich loc Penicillin phuc vu diéu tri vét thuong. Tuy nhién phuong phap nay cé
hiéu suat 1én men thép, chi dat < 200 UI/ml mdi truong nudi cdy nén hién nay
khong duge ap dung.

Hién nay ngudi ta chi st dung phuong phap 1én men chim dé san xuét
cac penicillin. Penicillin G 14 khang sinh dau tién dudc san xuit bang cong
nghé 1én men chim vao nam 1947. Qua trinh 1én men tao penicillin G c¢6 2
pha: pha sinh trudng va pha sinh khang sinh. O pha 1én men th@ nh&t ndm
phat trién hé soi manh, sinh khéi tang nhanh, ch&t dinh dudng dudc déng hoa
nhiéu, cudng d6 hé hap ting dan dén cuc dai, pH tang dan va penicillin G dugc
tao thanh it. O pha 1én men tht hai hé soi phat trién cham, lactose duge dong
ho4, pH téng dén khoang 7 — 7,5 va Penicillin G dugc tao thanh cht yéu trong
pha nay. Hiéu suét sinh téng hop phu thudc nhiéu vao lugng sinh khéi trong
moi trudng.

Trude day do hiéu suét chung thap, ky thuat 1én men chua phat trién
nén gia thanh 1 kg penicillin 6 My (1943) 1a 227.270 USD. Dén nim 1953 da
ha xuéng 169 $/kg, ndm 1993 1a 34 - 36 $/kg va téi ndm 2000 chi con 10 $/kg
do hiéu suat da tang cao nho ap dung cic cong nghé méi va c6 thiét bi hién dai
trong 1én men, 4p dung nhiing tién bo trong di truyén hoc phan ti vao cai tao
giong (chiing san xuat dat t6i 85.000 Ul/ml).

2.3.5. Chiét xudt va tinh ché penicillin

Khang sinh penicillin dugc tiét ra méi truong 1én men. Két thic 1én men,
moi truong dude bom vao cac bén chiia. Vi khang sinh rat dé bi phan huy nén
phai ha nhiét d6 dich 1én men dén 4°C. Thém phu gia dé loc (thudng thém
0,1% diatomits) roi loc bang loc chan khéng hinh tréng quay. Dang acid tu do
penicillin tan nhiéu trong dung méi héiu co nén dich loc duge acid hoa bang
H,SO, 30% dén pH 2,5. Chiét penicillin trén may ly tAm siéu téc bang dung
moi hitu co khéng tron 1an véi nuée (thuong dung butyl acetat). Béc hoi chan
khong dén ndng d6 nhat dinh; thém than hoat (1%) vao dé tdy mau. Dich loc
sau khi loai than dudc loai nuéc bang cach ha nhiét ¢ xuéng -20°C.

Két tinh penicillin K, hay Na bang cach trung hoa dich khang sinh bang
acetat K hay acetat Na. Loc 14y tinh thé, rtia tinh thé bang butanol. Sy tinh
thé trong chan khong & nhiét d6 50°C. Kiém nghiém va déng géi khang sinh
trong diéu kién tuyét doi vo trung.
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Dung moi Than hoat
Nude > ' Dung moi

Chi-:"'l Pcnicillil?(

Dung moi

Dich lén men c6
Penicillin G,V

Loc loai than

'y

Tdy mau

acetat K,Na

Dung moi

l " Loc lay tinh thé
- Loc tinh thé Rira tinh thé
- Rira
- Say kho chian khong
thu Penicillin G/V

Két tinh Penicillin

Hinh 8.4. Qua trinh chiét xuat va tinh ché penicillin t&r moi trudng 1én men

3. SAN XUAT 6 - APA VA CAC KHANG SINH PENICILLIN BAN TONG HOP

3.1. Pai cuong vé cac penicillin ban téng hgp

Nam 1941, penicillin G 1&4 khang sinh c6 hiéu qua cao, chéng lai hau hét
cac chung Staphylococcus aureus. Tuy nhién dén ndm 1947 phan 16n cac vi
khuédn phan lap dugde trong bénh vién déu c6 tinh khang penicillin. Dé giai
quyét van dé nay ngudi ta da nd luc tim cac penicillin méi cé tac dung diéu tri
tot hon.

Vé nguyeén téc, dé tao ra mot penicillin méi trong 1én men sinh téng hop ¢6
thé dung phuong phap thay d6i mach nhanh bing cach st dung cac tién chat
khac nhau. Tuy nhién bing con dudng lén men truc ti€p hién nay ngudi ta méi
chi c6 kha ning ti€n hanh véi penicillin G va V. Con dé trién khai trong san
xuét cong nghiép, ngudi ta st dung chinh penicillin G hay V dé ché tao ra 6-
APA 14 nguyén liéu cht yéu trong qua trinh ban téng hop ra cac penicillin méi.

Theo céu tric hoa hoc, cic penicillin tu nhién déu la nhiing hop chat di
vong cua cic acid amin c6 tén goi 12 acid 6 - aminopenicillanic (6-APA). Viéc
tim ra phan ti 6 - APA d& md ra mot huéng méi dé san xudt cac penicillin ban
téng hgp bang cach gin két cdc mach nhanh khac nhau vao phan ti 6-APA
bang con dudng hoa hoc hay sinh hoc. Cé hai huéng chinh 14 acyl hoa nhém -
NH, 6 vi tri s6 6 va ester hoa nhém -COOH 6 vi tri s6 3. Tuy theo co ché tac
dung céc penicillin ban téng hdp c6 thé chia thanh 3 nhém chinh nhu sau:

Nhém 1: Phé hoat tinh hep nhu cac penicillin tu nhién, chu yéu tac dung
lén cac vi khudn Gram (+) nhu lién cau, tu cAu khong c6 kha nang tiét ra
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enzym penicillinase va mot s6 nhé vi khudn Gram (-) nhu lau cdu. Thudng
dung dé uéng, dai dién ciia nhém nay 1a phenethicillin va azidocillin.

Nhom 2: Phé hoat tinh hep nhung c¢6 uu diém khang lai penicillinase
nén duge dung dé diéu tri cac bénh do cac vi khudn da khang lai penicillin
nhém 1 gay ra. Thuong dung tiém, trong d6 c6 mot s6 c6 hoat tinh khi dung
udng nhu oxacillin, cloxacillin...

Nhom 3: Gom cac chat c6 phd hoat tinh réng 1én nhiéu loai vi khuén
Gram (+), Gram (-) va viing bén trong dudng tiéu hoa. Puge dung dé diéu tri
cac bénh nhiém trung dudng hé hép, tiét niéu, sinh duc va nhiédm khudn mau.
C6 thé udng hoic tiém. Tuy nhién ching vAn c¢6 nhuge diém 1a nhanh chéng bi
phéa huy bdi cac vi khuén c¢6 kha nang sinh penicillinase (hay p - lactamase)
nhu amoxicillin, ampicillin. Nhém penicillin nay cting dugc goi la cac
penicillin khong pseudomonas va duge chia theo ciu tridc thanh 2 nhém:
Nhom carboxypenicillin (ticarcillin va carbenicillin) va nhém acylureido
penicillin (piperacillin va mezlocillin).

Mot s6 dai dién penicillin ban tong hop phd bién hién nay la:

— Benzathin benzylpenicillin (Benzathin penicillin G) ban téng hop ti
penicillin G ¢6 tinh hoa tan thdp, dugc giai phéng cham ti vi tri tiém
bép va thuy phan thanh penicillin G ¢6 tac dung dic tri dé phong va
diéu tri bénh thap tim & tré em.

— Ampicilin: 1a penicillin ban téng hop phé rong trén ca cdu khuén
Gram (+) va (-). C6 tac dung tc ché sinh téng hop mucopeptid thanh
t& bao. Dang udng hoic tiém bap hay tinh mach that cham.

— Amoxicillin (amino penicillin) 1a penicillin ban téng hgp bén trong
acid, pho tac dung rong hon penicillin G (dic biét ¢6 tac dung chéng
truc khuidn Gram (-), tac dung tc ché sinh téng hgp mucopeptid
thanh t& bao ctia nhiéu vi khuén Gram (+) va (-) trong giai doan nhan
do6i cht dong. Amoxicillin dude hap thu gan nhu hoan toan qua dudng
tiéu hoa.

— Amoxicillin natri ph6éi hop v6i clavulanat kali (v6i biét dugc
Augmentin): ¢6 kha néng bat hoat nhiéu B - lactamase thuong géip &
nhiing vi khuén dé khang v6i khang sinh B - lactam.

3.2. Pai cuong vé 6-APA

Nhu da biét, cau tric hoa hoc ctia cac penicillin 12 nhiing hop chat di
vong cua acid 6 - aminopenicillanic (6-APA) - déng vai tro nhan penicillin.

HoN S CHj;
N
ol COOH
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6 — APA (6 — aminopenicillanic) dugc Kato ¢ Nhat tim thay vao nam 1953
trong moi trudng nudi cdy P. chrysogenum khong c6 chit tién thé.

Niam 1959 Batchelor va cong su da chiét dudc 6 - APA ti moi truong
nudi cay P. chrysogenum (W - 5120) khéng c6 chét tién thé sau khi da chiét
hét penicillin. Ong cho ring su hinh thanh 6 - APA 1a giai doan gan két thuc
cla qua trinh sinh téng hop penicillin va da céng b6 phat minh san xuét 6 —
APA. Sau nay nguoi ta phat hién thay nhiéu vi sinh vat (ddc biét nhém vi
khudn dudng rudt) nhu E. coli, B. megatherium... tiét ra penicillinamidase c6
kha ning thuy phan penicillin G hoidc penicillin V tao ra 6 - APA va acid
phenyl acetic.

Penicillinamidase
Penicillin G (V) » 6-APA + acid phenylacetic

6-APA 1a chat khong c6 hoat tinh khang sinh déi véi tu cau va ciing bi
penicillinase pha huy. Tinh thé mau tring, kha bén, d6 chay 209 - 210°C. Tan
it trong nudc va cac dung méi hiu co.

3.3. Cac phuong phap san xuat 6-APA

3.3.1. Phuong phap hoa hoc

Penicillin G AHeESEl, CHZCONH—U f
tert. amin

COOS](CH3)3
PCls
— CHh—C=N—T7T—
-40%C @*CHz—ﬁZ_ N % _—
Cl /— -40C
o OR /

S
@%—coma " HzNIy/ f
N -
F 00

Hinh 8.5. So d6 phan (ing t8ng hop hoa hoc 6-APA tir penicillin G

Phuong phap hoa hoc c¢6 hiéu sudt chuyén hoa cao (dén 90 - 95%) va téc
d6 phan ting nhanh, tuy nhién lai tiéu hao nhiéu nang lugng, nhiéu dung méi
va chiia dung nguy co 6 nhiém moéi truong cao, doi hdi cac diéu kién phan tng
rat khé (nhiét do -40°C, hoa chat dat tién...).

Cong thtc mét s6 Penicillin ban t6ng hop dude thé hién & bang 8.3.
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Bang 8.3. Cong thic mét s6 penicillin ban téng hop

Tén khang sinh

Phé khang khuin

Phenethicillin

Phé khang khuan hep, chl yéu chéng
lai cac vi khudn Gram (+) va bi phan
huy béi betalactamase

’\Ila
@—CH— Azidocillin
CHs
. Phé& khang khudn hep, chéng lai dudc
Methicillin cac vi khuan sinh betalactamase
CHs
CeHs | | Uc ché su phat trién vi khuan Gram
Oxacillin (+), dac biét trén tu cau
o~ CHs Staphylococcus sinh penicillinase
Uc ché su phat trién vi khudn Gram
CeHtsCl | Cloxacillin (+), dac biét trén tu cau
o CHs Staphylococcus sinh  penicillinase
manh hon oxacillin
i Nafcillin
(0] 0 . .
i i Phé réng, chdéng lai dudc cac tu cau
QQH c Ampicillin khang penicillin G
NH,
Bén trong moéi trudng acid, phd rong
o hon ampicillin, c6 hoat tinh trén phan
HOOQH—C— Amoxicillin I6n vi khudn Gram (+) va Gram (-)
NH, nhung van chiu tac dung cla
betalatamase
@(I:H_Co_ Carbenicillin Ir?iCGdrl;”rE](?)hu yéu trén vi khuan hiéu
COOH
CH-CO— Tac dung chll y&u trén vi khuén hiéu
| | C|OOH Ticarcillin khi Gram (-), hoat tinh manh gép 2 — 4
S lan carbenicillin
()geos
NH Azlocillin
éO—N/ﬂ\NH
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3.3.2. Phuong phap sinh hoc

6-APA c6 thé dudc san xudt biang phuong phap lén men tit cac chung
Penicillium. Pong hoc quéa trinh 1én men tao 6-APA tuong tu v6i 1én men tao
penicillin: déng hoa hydrat carbon nhanh, pH ting dan va trong giai doan tao
6-APA c6 khi 1én dén 7,0 - 7,4. Thoi gian 1én men kéo dai tir 108 - 120 gic. Tuy
nhién qua trinh nay cho hiéu suat thap vi 6-APA dudc tao thanh déng thoi véi
cic penicillin tu nhién khac, mat khac chi phi cho viéc tach chiét cao. Vi vay
thuc té& trong cong nghiép ngudi ta khong st dung phuong phap nay. Hién nay
phuong phap enzym vi sinh vat 1a phuong phap phd bién dé san xudt 6-APA
trong céng nghiép. Ngudi ta st dung penicillinacylase dé cit mach nhanh ctaa
penicillin G hay V. Phuong phap nay c¢6 nhiéu vu diém, diéu kién phan tng dé
dang nén mang lai hiéu qua kinh t& cao. Hién nay nhiéu hang dudc phdm trén
thé giéi da san xudt 6-APA véi tdn lugng 16n theo phuong phap nay, dién hinh
12 hang duge phdm Snam Progetti (Italia) v6i san lugng khoang 40 tdn/nam;

SO N s CHs
— - nicillinami
R=CO™NH CH, —CAmERE R CHy +R-COO"
/ N 3 / N
0 COOH O COOH
Penicillin G, V 6-APA

C6 nhiéu vi sinh vat c6 kha ning sinh enzym penicillinamidase: xa
khuén, n&m men, ndm méc c6 cha penicillinamidase ngoai bao. Loai enzym
nay c6 kha ning thuy phan cac penicillin K, F, V nhanh, con dé61 véi penicillin
G lai thuy phan rat cham (th4p hon khoang 100 14dn). Penicillinamidase néi
bao cht yéu c6 trong vi khuén c6 tac dung thuy phan nhanh phéan ti penicillin
G, cat dat day noi peptid 6 mach bén 6 - APA. Enzym noi bao va ngoai bao cé
pH hoat dong khic nhau: noi bao hoat ddng manh 6 pH = 7,3 - 8,5; con enzym
ngoai bao hoat dong manh 6 pH = 9,0. Trong céng nghiép hay dung E. coli va
B. megatherium vi ching cho hoat tinh enzym manh nh4t. Vi khuan E. coli
9637 hay B. megatherium dudc nudi dudng trong moi trudng cé thanh phan
moi truong dinh dudng nhu sau:

Cao ngd 2%
Pepton 0,5%
Glucose 2%
Acid phenylacetic  0,15%
Nhiét do 30°C
Thoi gian 24 gi6

Két thic qua trinh nuéi cdy chiét xuit 14y penicillinamidase rdi c¢6 dinh
enzym trén polyacriamid - thuc hién qua trinh deacyl lién tuc phan tu
penicillin G - thu 14y 6-APA. Ciing c6 nha may dung phuong phap bat dong té
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bao E.coli hay B. megatherium dé san xudt 6-APA hiéu qua cao nhu dung
phuong phap enzym bat dong. Phuong phap nay c6 thé st dung nhiéu lan va
dich penicillin G chua bi deacetyl hoa c6 thé st dung lai. 6-APA dudc tach ra
va tinh ché& bang séc ky trao ddi ion, sdy phun suong hoic két tta & diém ding
dién (pH = 4,3).

Phuong phap enzym b4t dong dé san xuét 6-APA cho hiéu suit tuong doi
cao (90 — 95%) va da dudc ap dung réng rai ¢ nhiéu nudc, mang lai hiéu qua
kinh t& cao. Hon 50% san lugng 6-APA trén toan thé giéi dudc san xuit theo
phuong phap bat dong enzym. Hién nay mot s6 nha may 1én men penicillin chi
cho xuét xudng thanh phidm 14 6-APA.

D& tao ra cac penicillin ban téng hgp c6 thé st dung ca phuong phap hoa
hoc va sinh hoc béang cach acyl hoa 6-APA. Tuy nhién  céng doan nay ngudi ta
st dung phé bién con duong hoa hoc nhu da dé cap & trén vi enzym acylase
thuong thé hién déng thoi ca 2 hoat tinh synthetase va hydrolase, thay ddi tuy
theo diéu kién phan ting nén cho hiéu suit thap.

4. SAN XUAT CAC CEPHALOSPORIN

4.1. Pai cuong

Cac cephalosporin 12 nhém thuéc quan trong nhit trong cac thuéc khang
sinh hién nay. Nhém nay dtng thd 7 trong s6 10 loai thuéc dung nhiéu nhat
dé diéu tri cac bénh nhiém khuén véi doanh s6 7,2 ty dola nam 1999, sau d6 1a
cac penicillin va cac nhém khang sinh khéc. Riéng san lugng cephalosporin C
trén toan thé gi6éi khoang 3.000 t4n/nam va phén 16n dude dung dé diéu ché 7-
ACA — m6t nguyén liéu trung gian dé ban tong hgp ra nhiéu cephalosporin thé
hé méi.

R, S
R1—CONH<|:'/
N
o7 " >CH,—R,
COOH

Niam 1945, Giuseppe Brotzu tit ngudén nudc bién tai Cagliari (Italia) da
phan lap dugc chung nadm Cephalosporium acremonium. Dich loc méi trudng
nudi cdy ndm nay cé tdc dung tc ché su phat trién cta tu cAu vang
Staphylococcus aureus va cé tac dung diéu tri bénh nhiém khuén do tu cau
vang va bénh thuong han  nguoi. T nidm 1948 dén nam 1956, Abraham va
Neuton (Anh) ti* méi truéng nudi cdy ndm nay (nay dudc goi la Acremonium
chrysogenum) da chiét dudc mot hén hop khang sinh cephalosporin P,
cephalosporin C va penicillin N. Nam 1971, ti chung Norcardia, Nagarazan
chiét xuat duge cephamyecin ciing cé cau tric gan véi cephalosporin C.
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C6 nhiéu cephalosporin tu nhién dugc sinh téng hgp tit cac chung nim
mdc khac nhau (xem bang 8.4) nhung chiing hau nhu khéng c6 ¥ nghia trong
tri liéu. Vi vy ngudi ta da tim cach tao ra cac cephalosporin ban téng hop trén
co s6 cau tric vong B-lactam. Uu thé cta cac cephalosporin 1a c6 tac dung
khang khudn d6i véi ca cac cau khudn cé hoat tinh B-lactamase, nhiéu vi
khuén Gram (-) va doc tinh rat thap. Vi vay ching nhanh chéng chiém vi tri
quan trong trong tri liéu.

Bang 8.4. Mot vai cephalosporin va cephamycin tu nhién

Tén khang sinh R, R, R,

Cephalosporin C HOOC

H,N (CH2)s~ | |, - OCOCH,

Cephamycin A HOOC. ?CH3
H LN (CH2)s— | OCH, OCOC—CH@OH

< 3
H,N ~CH—-(CH)s— - OCH, —OCO('3=CH‘®’OH
OH
Cephamycin C HOOC OCH
< 3
H LN ~CH—=(CH2)s— | OCH, —OCOCI::CH@OSO:;H
Oganomycin G N—N
1
HOOC. - OCH, _SLN/N
g N-CH(CH2)s~ I
2 CHs
Oganomycin H N——N
HOOC. ]
Hn-CH(CH2)s= |~ OCH, _SkS}CHs
2
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4.2. Cau triac hoa hoc va phan loai

Bang 8.5. Phan loai cac thé hé cephalosporin

Tén nhém Tén khang sinh Phé tac dung

Cephalexin

- Céc Cephalosporin Cephalothin
thé hé 1 Cefazolin

Cephradin

Streptoccoci, Staphylococcus aureus

Cefuroxim

_ 5 . | Cefaclor
Cac  Cephalosporin E.coli, Klebsiella, Proteus

thé hé 2 Cefamandol
H.influenzae, Moraxella catarrhalis khéng
c6 tac dung lén cac vi khudn Gram (+)
iti Bacteroides Pragilis va cac Bacteroides
Céc Cephamyecin (dugc Cefoxitin khac
xép cting vai | Cefmetazol
cephalosporin thé hé 2) | atamocef
Cefotaxim
, E.coli, Klebsiella, Proteus
i | Ceftriaxon
- Céc Cephalosporin | Ceftazidim H.influenzae, Moraxella catarrhalis, it tac
thé hé 3 dung 1én cac vi khudn Gram (+) Bacteroides
Cefoperazon N ; .
pragilis va cac Bacteroides khac
Moxalactam
. Céc Cephalosporin Cefepine Gidng nhu thé hé 3 nhung c6 hoat tinh
thé hé 4 P P Cefpirome manh hon chéng lai cac vi khuén tiét
: . betalactamase
Cefaclidine

Cac cephalosporin va cephamycin c6 ciu tric gom vong B-lactam lién két
v6i di vong dihydrothiazin (nhdn cephem). Cac cephamycin khac vé6i cac
cephalosporin 6 nhém —OCHj, tai vi tri C, (R,).

Nhiing cephalosporin c6 tac dung diéu tri trong y hoc déu la cac
cephalosporin ban téng hop. Chung dude phan loai thanh cac thé hé khoéng
chit ché tuy theo phé tac dung va thdi gian cong bé thude. Hién nay c6 4 thé
hé khang sinh cephalosporin (bang 8.5).

Tuy cephalosporin C khong c6 y nghia trong diéu tri nhung né lai la
ngudn nguyén liéu dé tao ra 7-ACA va 7-ADCA 1a nhiing nguyén liéu trung
gian quan trong dé tao ra cic cephalosporin ban téng hop sé duge dé cap dén
trong phan sau.
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4.3. Quy trinh sinh tong hop cephalosporin C

Pé san xuét Cephalosporin C ngudi ta thuong st dung cac chung giéng
Cephalosporium acremonium c6 hoat lyc cao. Tuy nhién viéc hoan thién va
trién khai sdn xuét cong nghiép cephalosporin C gép nhiéu khé khan hon so
v6i san xudt penicillin vi hoat tinh sinh khang sinh ctia ching géc thuong rat
th&p va viéc tuyén chon, cai tao hoat tinh caa chung chua tao ra chung cé
nang luc siéu téng hop nhu ching sinh penicillin. Miat khac cac ching 1én men
cephalosporin dudng nhu khéng ¢6 hoat tinh enzym acyltransferase nén viéc
st dung tién ch4t tao nhanh nhim thay d6i hoat tinh ctia san phdm tao thanh
trong qua trinh 1én men cephalosporin khong mang lai két qua dang ké.

Hinh 8.3. Hinh thai ching ndm méc C. acremonium

Trong 1én men céng nghiép ngudi ta thuong st dung cac ching giéng
Cephalosporium acremonium ATCC 48272, 11550, 20339 va bién chung cua
ching. Hoat lyc khoang 2000 mcg/ml méi truong nudi cay.

Trong moéi trudng 1én men, ching C. acremonium sinh téng hop dong thoi
cephalosporin C, cephalosporin P, va penicillin N. Trong qué trinh sinh téng
hgp cephalosporin cac acid amin L-alpha-aminoadipic acid, L-valin va
L-cystein ciing déng vai trd nhu cac tién chat tao thanh ciu tric penicillin N
(xem chuyén luan penicillin) dé tit d6 hinh thanh nén phan ti cephalosporin C
theo con duong trinh bay trong hinh 8.4.

Mbi trudng nudi cdy dé sinh téng hgp Cephalosporin c¢6 thanh phin nhu
sau (w/v):

Saacharose 36,0 g
Glucose 270¢g
(NH),), SO, 75¢g
Oleic acid 156¢g
Methionin 3,0g

116



Cac yéu to vi luong (K, Fe, Mn, Mg, Zn, Cu...)
Nuébec may vd 1 lit
pH 7,3

Vé nguyén 1y, quy trinh 1én men cephalosporin C ¢6 nhiéu diém tuong
dong v6i cong nghé 1én men sinh téng hgp penicillin vé thanh phin méi trudng
nudi cdy, théng khi... cling nhu cac thong sé khac.

i 2H HN s
CH ~(CH,);~CONH — ,CH—(CH,);~CONH
HOO HOOC &
COOH o O e

Penicillin N
COOH
HN HN
CH (CH2)3-CONHI'/ OO CH—(CHz)z CONHJ:'/
O 7 CHon
COOH COOH

Acetyl CoA HN

HN
HOO CH“(CHz)s“CONH _CH—(CH,);-CONH >
HOOC 4
CH,OH 7 NCH,-0COCH,

0]

COOH Cephalosporin C COOH

Hinh 8.4. Co ché sinh téng hap cephalosporin C (giai doan cudi tif penicillin N)

5. SAN XUAT 7-ACA; 7-ADCA VA CAC KHANG SINH BAN TONG HQP
NHOM CEPHALOSPORIN

5.1. Pai cuong

Khi phan tich ciu tric cua cephalosporin C ngudi ta nhan thay nhan co
ban ctia phan ti cephalosporin C 1a acid 7-amino-cephalosporanic (7-ACA). Vi
vay tit nhan cé ban nay ngudi ta da tim cach tao ra cac cephalosporin ban tong
hgp. Khac véi cac penicillin, cac cephalosporin ban téng hop bao gdbm ca nhém
san pham acyl hoa géc 7-amin 6 vi tri bén canh vong B-lactam va nhém san
phadm thay thé géc acetoxy & vi tri s6 3. Xuét phat ti 7-ACA, nim 1962
Chauvette d& téng hop dudc cephalothin c6 hiéu luc manh gdp 100 lin
penicillin G, phd khang khuén rong, c6 hiéu luc trén ca vi khuan Gram (-).
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S

HoN HN —
0

7N~

4~—N I
o ZNcH,00CH,
COOH

7-ACA

5.2. Phuong phap san xuit 7-ACA va 7-ADCA

Truée day 7-ACA cht yé&u dudc san xuat theo phuong phap hoa hoc bang
cach cAt mach nhanh ctia cephalosporin C. Tuy nhién ngudi ta nhan thay rang
trong moi trudng lén men Cephalosporium acremonium ton tai dong thoi mot
hén hgp khang sinh cephalosporin P, cephalosporin C va penicillin N. Su tén
tai dong thoi caa penicillin N va cephalosporin C trong moi trudng lén men da
goi nén ¥y tudng ban téng hop cac khang sinh méi nhém cephalosporin tix

penicillin.

CHs

COOH

7-ADCA

Néu loai nhém acetoxy & vi tri C3 ctia 7-ACA thi sé nhan dugc 7.amino
deacetoxy cephalosporanic (7-ADCA). Day cling 1a m6t nguyén liéu trung gian
quan trong dé tao ra cac cephalosporin ban tong hop.

Bing phuong phap hoa hoc, tit penicillin G ngudi ta da téng hop duge 7-

ADCA theo so d6 phan tng sau:

S CH; (l?
N
o7

COOH
Penicilin G 0

CH,CONH Iy/ (CH3);SIN=C—OSi(CHy); _
Nq
O/

COOH

ROH

S
@CHZCONT > 90%
PCl
N 5
o0” Z CH,

COOH

pyridin HBr

S

N =~

CH;
lele)o)

7 - ADCA

Hinh 8.5. So d6 phan (ing hoa hoc diéu ché 7-ADCA tir penicillin G
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Tu 7-ACA va 7-ADCA da tao ra cac cephalosporin ban téng hgp dude

dung trong y hoc (bang 8.6)

Bang 8.6. Cong thiic mot s6 cephalosporin ban téng hgp tir 7-ACA va 7-ADCA

Géc Tén KS Cong thirc
Ofcom
Cephalexin _~CH,
COOH
Ocom
Cefaclor Al
TU COOH
7-ADCA
Q C—CONH
Cephracin NH2 _~—CHs
COOH
H
HO ? CONH
Cefadroxil NH, _-CH,
COOH
S
@_
Cephalothln 2 N / CHZ'O'COCH3
(0]
COOH
N=\
llj ,N—CH, - CONH -N
Cefazolin =N _-CH,- S - »—CH3
Tu COOH
7-ACA COOH
l/I ocH’
Cefuroxim @) /\/[CH -0-CO-WH’
— COVH
\ /
N \ s
T ——
Cefotaxim S N A-CH, -0-00- CH,
N-OCH, o
COOH
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6. SINH TONG: HQP ACID CLAVULANIC

6.1. Dai cuong

Acid clavulanic 14 mot ch4t khang sinh ¢6 c&u tric vong B-lactam duge
Brown va cong su tim ra vao nidm 1976 trong moi truéng nudi ciy
Streptomyces clavuligerus (Napier va cs. cling phat hién ra acid clavulanic vao
niam 1981 doc lap véi nghién ciiu cua Brown).

Acid clavulanic 14 mo6t khang sinh phé réng, tac dung 1én nhiéu loai vi
khuén bao goém ca vi khuédn Gram (+) va vi khudn Gram (-) nhung hoat tinh
khang khuéin caa ching rat yéu. Tuy nhién uu diém cta acid clavulanic 1a ¢6
hoat tinh khang betalactamase, ddc biét né c6 tac dung tic ché manh céac
betalactamase truyén qua plasmid giy khang cac penicillin va céac
cephalosporin. Vi vay acid clavulanic duge phéi hgp v6i amoxicilin thanh biét
dugc mang tén Augmentin dugc bao ché & nhiéu dang khac nhau nhu bot
udng, vién nén bao phim, tiém ctia hang Glaxo Smithkline. Sy phéi hgp véi
acid clavulanic gitp cho amoxicilin khong bi betalactamase pha huy, dong thoi
md rong thém pho khang khuén ctia amoxicilin mét cach hiéu qua véi nhiéu vi
khuén théng thudng d3 khang lai amoxicilin, khang lai cic penicillin va
cephalosporin. Khi st dung riéng ampicillin thi néng d6 diét vi khudn t6éi
thiéu MBC (minimum bactericidal concentration) trén Staphylococcus aureus
12 500 mcg/ml, song néu st dung phéi hop véi acid clavulanic 6 néng do
5 mcg/ml thi liéu MBC hiéu qua giam xudng 5000 lan — tic 1a chi can
0,1 mcg/ml. Viéc phéi hgp amoxicilin véi acid clavulanic 14 mot vi du dién hinh
cia cac nha duge hoc vé nghién ciiu bao ché phéi hdp cac dugde chat dé tao ra
cac biét dugc méi tac dung tot trong diéu tri nhim ngén can su khang thudc
khang sinh ctia vi khuén.

6.2. Cau trac hoa hoc va tinh chat

Veé cdu tric cua acid clavulanic cling tuong tu nhu ciac khang sinh nhém
B-lactam khéac. Phan ti acid clavulanic ciing chita vong B-lactam (dugc xé&p
vao nhém B-lactam khong chita S). Ngudi ta da tim ra 6 san pham 1én men tu
nhién c6 cdu tric tuong tu véi acid clavulanic va xép ching vao nhém
clavam.

0 R

yming

o} R,
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Bang 8.7. C4u truc cac khang sinh clavam tu nhién

Tén clavam R, R,
Acid clavulanic - COOH = CHCH,OH
Acid B—hydroxypropionylclavulanic — COOCH = CHCH,COCH,CH,0OH
Acid clavam — 2 — cacboxylic -H — COOH
2—-hydroxymethylclavam -H — CH,OH
2—formyloxymethylclavam -H — CH,0CHO
2—(3 — alanyl) — clavam -H — CH,CH(NH,)COOH
2—(2 — hydroxyethyl) — clavam -H — CH,CH,OH

Khi phéi hgp véi amoxicilin ngudi ta st dung dang muéi kali ctia acid
clavulanic c6 cong thiic hoa hoc CZH,KNO;, ptl. 237,25.

0._CHCHOH __7//0: iCHCH20H

2N 7
o COOH © COOK

Acid clavulanic Kali clavulanat

Clavulanat dang mu6i kali 1a bot tinh thé tring, d& hut 4m, tan trong
nudc, tan it trong con, rat it tan trong aceton.

6.3. Lén men sinh tong hgp acid clavulanic

6.3.1. Chung giéng

Trong cong nghiép nguoi ta st dung chung Streptomyces clavuligerus
ATCC 27064 hay NRRL 3858 dé san xuét acid clavulanic. Trong méi trudng
nudi cdy ngoai acid clavulanic thudng tich tu déng thoi mot vai clavam khAc,
mot sd dan xuat cephalosporin va penicillin N.

6.3.2. Quy trinh lén men

Quy trinh sinh téng hop ctia hang Beecham Laboratories Ltd. ¢6 nhiing
cong doan chinh sau:

Bao tu giong dudec nudi cdy trén binh Roux, nudi trén moéi truong dic 6
26°C trong thoi gian 10 ngay. Nhan giong 6 26°C trong 72 gid, cAp khi 1VVM,
toc d6 khudy 140 vong/ph.
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Thanh phdn moi truong lén men sinh tong hop (w/v):

Bot dau tuong 3,0
Tinh bot 4,7
FeSO,.7H,0 0,01
KH,PO, 0,01
CaCoO, 0,3
DAu pha bot 0,05
Nudc may vd

Moi truong 1én men duge chinh pH = 7,0, tiét trung bang hoi ¢ 121°C
trong thoi gian 30 phut, lam ngudi réi cdy truyén 5 lit dich gidng sang. Qua
trinh 1én men tién hanh & 26°C, téc dd khudy 100 — 110 v/ph, c&p khi luu
lugng 0,75VVM. Thoi gian nudi cdy tir 90 — 100 gis. Hiéu suit qua trinh 1én
men thudng dat 500 mcg/ml dich 1én men.

6.3.3. Tach chiét va tinh ché acid clavulanic

Acid clavulanic 1a san ph4m ngoai bao va c6 thé duge chiét bing cach
diung nhua trao d6i ion (thudng st dung anionit nhu Amberlite IR4B hay
Zeolite FFIP...).

Két thic qua trinh nudi cdy ha nhiét d§ dich 1én men xudng 5°C, loc hoic
ly tAm loai sinh khoi, acid hoa dich loc bang acid hydrocloric ho#c sulfuric dén
pH = 2-3, déng thdi bd sung dung méi khong tan trong nude nhu n-butanol
hodc ethylacetat. Acid clavulanic chuyén sang pha dung moéi. Chiét acid
clavulanic khéi pha dung moéi bang cac dung dich ¢6 pH trung tinh nhu dung
dich dém natri bicarbonat hodc kali hydrophosphat, hén dich CaCO, hoic
nude. Dich chiét dem h&p phu bing nhua trao déi ion dé thu san phdm tinh
khiét hoac thu ché pham thé dang mudi bang cach ¢ ¢ nhiét d6 thap (< 40°C)
va ap sudt giam hod#c sdy phun dé thu sdn pham.

Qua trinh chiét xudt va tinh ché c6 thé tém tit bang so d6 sau:

122



DICH LEN MEN
50C
LOC > SINH KHOI
pH=2-3
Y
DD HCI CHIETLAN1  [= BUTANOL
CHIETLAN2 = DEM pH 7
TAY MAU (= THAN HOAT
Y
HAP PHU -« AMBERLIT
Y
PHAN HAP PHU = DD NaCl
LOAIMUOI (= AMBERLIT

Y
cO CHAN KHONG

SAY PHUN

ACID CLAVULANIC

Hinh 8.6. S d6 cac cong doan tach chiét va tinh ché acid clavulanic

Cac khang sinh khac c6 ciu tric clavam dugc xép vao nhém nay la
sulbactam va tazobactam. Pay 1a 2 khang sinh dudc san xuit bang phuong
phap téng hop héa hoc. Sulbactam thusng duge phéi hop véi amoxicillin, con
tazobactam dugc phéi hdp véi piperacillin.
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O O\\ /O
L \>< o~ N\2<CH2‘N/§’
——N -
COONa
Sulbactam Tazobactam

TU LUGNG GIA

1. K& tén cac chung vi sinh vat duge st dung dung dé san xudt cac
khang sinh nhom beta-lactam.

2. Tim mo6i lién hé gitia c4u tric hoa hoc véi ching gidng va quy trinh
sinh téng hop ctia 2 nhém khang sinh penicillin va cephalosporin.

3. Neéu phuong phap diéu khién qua trinh sinh téng hdp tit chung ndm
Penicillium chrysogenum & nhan duge khang sinh penicillin mong
mudn?

4. Trinh bay phuong phap san xuit 6-APA bang con dudng sinh hoc.
Néu nguyén tdc san xudt cac khang sinh ban téng hgp nhém
cephalosporin.

6. Trinh bay phuong phap lén men va chiét xuat acid clavulanic.
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Chuong 9

SAN XUAT KHANG SINH NHOM TETRACYCLIN

MUC TIEU
Sau khi hoc xong chuong nay, sinh vién phai trinh bay dugc:
1. Ngudn goc cac khang sinh tu nhién va ban téng hgp nhém tetracyclin.
2. Quy trinh 1én men nhan ting khang sinh cu thé.

3. Phuong phap cé6 hiéu qua nhat trong 3 phuong phap chiét xuat
khang sinh tt dich 1én men.

1. PAI CUONG

Céac tetracyclin duge phat hién rat sém (ti ndm 1948), 12 nhém chat
khang sinh phé réng dau tién tc ché hau hét cac vi khudn Gram (-), Gram
(+) va Rickettsia... nén dudc st dung rong rii cho dén nhiing ndm 80 ctia thé
ky XX, nh4t 14 § cac nuée dang phat trién. Hién nay cac khang sinh tu nhién
cua nhém nay nhu tetracyclin, clotetracyclin, oxytetracyclin chu yéu dudc st
dung trong chin nudi dé diéu tri bénh cho gia sic, gia cAm va duge phéi hgp
v6i vitamin B,, dé bd sung vao thic an trong chian nudi c6 tdc dung kich
thich tang trong. Cac khang sinh tetracyclin ban tdng hgp dude dung rong
rai hon dé diéu tri mot s6 bénh nhiém trang nhu méit hot, mét dd, viem giac
mac, viém phé quan, viém tiét niéu do 1au cau ... va dic biét dé diéu tri bénh
dich hach.

Cac tetracyclin déu dé bi khang thuéc (Theo s6 liéu ciia ASTS — Chuong
trinh giam sat quéc gia vé tinh khang thudc ctia vi khudn giy bénh -
Antibiotic Sensitivity Testing Studies): 6 VN 92,9% Salmonella typhi; 41,4%
H. influenzae; 87,9% Klebsiella pneumoniae khang lai tetracyclin... Co ché tac
dung ctia cac tetracyclin 1a phong tod hoat dong ctia nhiéu enzym chinh cua
qua trinh trao ddi chit, tc ché qua trinh téng hop protein cta vi khuén (gin
vao don vi 30S cua ribosom va tc ché chiic ning cua ribosom la téng hgp
protein cta vi khuén). Khi khang thuéc: vi tri gin tetracyclin trén ribosom bi
bién déi do dé tetracyclin khong gén dude vao ribosom va mét tac dung.
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2. CONG THUC CAU TAO VA TINH CHAT

Cac khang sinh nhém tetracyclin c6 bo khung chinh la octahydro
naphtaxenic:

R Rs N(CHs),

R6a RG
OH
CONH—R,

OH 0] OH )

Bang 9.1. Cong thlc ciu tao mét sé khang sinh nhém tetracyclin

Tén R, R; Rs. R, R,
Clotetracyclin -H -H - OH — CH,4 -Cl
Oxytetracyclin -H - OH - OH —CH, -H
Tetracyclin -H -H - OH — CH, —-H
6-Demethyl -H -H -H -H -H
etracyclin
Demeclocyclin -H -H - OH -H -Cl
Methacyclin -H - OH = CH, —-H
Doxycyclin -H - OH -H — CH, -H
Minocyclin -H -H -H -H — N (CH;),
Rolitetracyclin —-H — OH — CH, —H

CN ~CH,—

Déc tinh chung cua céc tetracyclin 14 bén véi acid nén dung dé udng duge
nhung do nhiéu tac dung phu - dic biét 1a tao phtic calci bén viing lam rang bi
vang 6 nén cdm dung cho tré em dudi 10 tudi. Mot s6 tinh chit cia nhém
khang sinh nay can dudc quan tAm trong quéa trinh chiét xuit la:
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Tinh luong tinh: Do trong phan ti cua cidc khang sinh nhém
tetracyclin c6 chiia nhém dimetylamino c6 kha néng tao muéi véi acid
va cac nhém hydroxyl c6 kha ning tao muéi véi kiém hoéc véi cac ion
Ca™, Mg"" (tao tetracyclinat).

Khong bén viing véi cac tac nhan oxy héa ngay cd oxy trong khéng
khi. Trong dung dich kiém dé bi oxy héa tao din chit c6 mau tham.

Bi ph4n huy bdi anh sang.



— Dé bi déng phan héa (do cdu tric hydro naphtaxenic) trong dung dich
nudc ¢ pH 2,0 — 6,0 tao ra epitetracyclin khéng c6 tac dung khang
sinh. Hién tugng déng phan héa xay ra nhanh hon & tetracyclin va

clotetracyclin.
H N(CH3), (CHj),N
: ; :CONHQ : ; :CONH2
Tetracyclin Epitetracyclin

- O mdi truong qua kiém hay qua acid (pH > 9 hodc pH < 1) cac
tetracyclin bi khi hoat tinh do tao thanh cac dan chit anhydro va
isotetracyclin

N(CH;),

|sotetracycl in
\ N(CHj),
OO“
CONH,

OH OH O (o)

anhydrotetracyclin

3. SINH TONG HOP CAC TETRACYCLIN TU NHIEN

Cé6 gan 10 tetracyclin tu nhién nhung thuc t& ngudi ta chi san xuat 6 quy
mo céng nghiép 4 san phadm 1a clotetracyclin, tetracyclin, oxytetracyclin va
demeclocyclin.

3.1. Chung gioéng

Kha nang sinh téng hgp khang sinh nhém tetracyclin tap trung chu yéu
6 xa khuén. Cac giong xa khuén sinh khang sinh nhém tetracyclin gbm nhiing
chung Streptomyces rimosus; Str.aureofaciens; Str. platensis; Str. gilvus... Co
ché& sinh téng hgp cac tetracyclin rat phiic tap véi su chuyén hoa qua nhiéu
giai doan trung gian khéac nhau (co ché sinh téng hgp clotetracyclin gbm 72
phan tGng). Qua trinh sinh téng hop nay c6 thé chia lam 3 giai doan chinh:
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— Sinh téng hdp chubi oligoketidamit mach thing tit céc ngudn
hydratcarbon.

— Khép vong chudi oligoketidamit tao thanh bd khung pretetramit
(ho&c 6- metylpretetramit).

—  Chuyén hoa tiép pretetramit (hodc 6- metylpretetramit) dé tao cac
tetracyclin.

CH; CH, OH
OH OH
CONH, CONH,

OH OH OH OH 0 OH OH OH

(A) (B)
CH; 0 CH; NH,
OH OH
HO CONH, HO CONH,
OH OH O 0 OH O o)
(©) (D)
C CH;
CH, N HO,_ CH, '
OH OH
HO CONH, HO CONH,
OH OH (6] (0] OH O (6] (0]
(E) (F)

HO_ CHj N
OH
E—— “" Tetracyclin
HO CONH,
OH (0] OH (0]

Hinh 9.1. Co ché sinh téng hop tetracyclin tir pretenamid (A)

SN /
Pretenamid (A) - ‘O“
CONH,
(E)
CH; H,C OH OH \N/
CONH, CONH,
Oxytetracyclin

Hinh 9.2. Co ché sinh téng hdp Oxytetracyclin tir anhydrotetracycline (E)
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3.2. Piac diém qua trinh 1én men

Cac ching xa khuén sinh khang sinh nhém tetracyclin 1a nhiing ching
vi sinh vat hiu khi nén qué trinh nudi cdy can lic hodc khudy trén kém theo
suc khi v6i luu lugng khoang 1VVM. Viéc dam bao thong khi hgp 1y va lién tuc
trong sudt qua trinh 1én men c6 Anh huéng rat 16n dén hiéu suat sinh khang
sinh, dac biét 1a trong 6 — 12 gid d4u tién (qua trinh c6 thé bi huy hoan toan
néu ngiing cdp oxy chi trong 5 phut). pH t61 uu cho su phat trién 1a 6,6 — 7,2.
M5bi bao tii nay 2-4 chdi tao thanh hé sgi. Khang sinh nidm trong sinh khéi xa
khuén. Nhiét d6 nuéi cdy thich hop tit 27 — 28°C. Thdi gian 1én men thudng
khoang 110 — 140 gig.

3.3. Nhu cau dinh dudng

Nguén hydrat carbon chti yéu la bot ngd, bot mi, tinh bot khoai tay hoac
tinh b6t ngd. Ngoai ra ngudi ta con bd sung vao méi trudng nudi cdy mot sé
loai duong nhu glucose (thich hgp véi S. rimosus) hodc maltose (thich hop véi
S. aureofaciens). Cac chung xa khuén sinh khang sinh nhém tetracyclin khong
c6 kha nang phan giai saccharose va lactose.

Ngubén nito: Méi trudng san xudt cdn c6 ca ngudn nitd vd6 cd nhu
(NH,),SO, cting nhu Nito hitu ¢o (cao ngo, bot dau tuong, bot lac...).

Nguén phospho: P6i v6i qua trinh sinh téng hop cac tetracyclin ham lugng
phospho v6 co hoa tan trong moéi truong 1én men (chti yé&u tit cao ngd) c6 ¥ nghia
rit quan trong dén hiéu suét tao khang sinh: thi€u phospho giéng phat trién
kém va hiéu suét 1én men thép, thita phospho giéng phat trién nhanh nhung
hoat luc khang sinh giam dang ké do su tich tu acid acetic va acid pyruvic trong
méi trusng. PE tranh thita phospho ngudi ta bé sung CaCO, dé tao thanh cac
phosphat calci khong tan. Ngoai ra né con cé tac dung giam nong do cac khang
sinh hoa tan dé tranh ddc tinh ctia khang sinh d8i véi giong.

Ngubn kim logi vi luong: Cac ching xa khudn sinh khang sinh nhém
tetracyclin cting cén mot s6 kim loai nhu Mg, Mn, Fe, Cu... va thudng dudc b
sung duid1 dang mudi sulfat. Néu méi truong c6 cao ngd, bot dau, bot lac.. th1
khoéng cin bd sung vi ban than cac loai nguyén heu nay da sdn c6 cac muobi
kim loai. Can chid y dic biét dén ham lugng st vi néu sit thita sé két hgp véi
Tetracyclin tao ra nhiing phtc chat khong c6 hoat tinh khang sinh.

O pha phat trién tht nhét trong diéu kién 1én men chim, cac ching xa
khuén nay sinh truéng manh trong khoang tit 24 — 48 gid va khéi lugng khuédn
ty da dat t6i 70 — 80% mtc t61 da, lugng chat dinh dudng tiéu thu ti 60 — 80%.
Budc sang pha 1én men thi hai qué trinh phat trién cham lai nén téc d6 tiéu
thu ch&t dinh dudng giam di r4t nhiéu, su tang sinh khéi (lugng khuan ty)
cham lai dan dat t6i mic do cuc dai rdi 6n dinh va xa khuén budc sang giai
doan tu phan. Trong giai doan nay lugng chit dinh dudng trong moi trucng
con lai rat it va hau nhu khéong dudc st dung.

S tong hop khdngosinh: Nghién ctiu dong thai cua qua trinh 1én men cho
thdy cac chung xa khuan sinh khang sinh nhém tetracyclin bat dau pha tht
hai 6 khoang thoi gian 25 - 35 gid; sinh khéi dat mtic cao nhat 6 45 - 50 gic (do1
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v6i Str. aureofaciens) va & 48 - 55 gio (d61 v6i Str. rimosus 1a ching phat trién
cham hon). Luong khang sinh dat t6i da & 120 -144 gis. Hiéu suét sinh tong
hop 1én t61 20.000 mcg/ml moi truong 1én men véi nhiing chuing siéu tong hop.

3.4. Nguyén tic chiét xuat khang sinh tit méi trudng 1én men
Cac khang sinh nhémotetracychn ¢6 tinh ch&t ludng tinh nén cé thé
dung ca 3 phuong phap sau dé chiét tach san phdm ra khéi dich 1én men:
— Chiét bang dung méi hitu cd c6 chadt mang
— Chiét bang phuong phap két tia
—  Chiét bang phuong phap trao déi ion

Tuy theo loai khang sinh cu thé, do tinh khiét cn thiét ciia san phim
ma nguoi ta lua chon phuong phap thich hgp. puéi day mé ta quy trinh sinh
tong hop va chiét xuit mot s khang sinh cu thé cia nhém tetracyclin.

4. SINH T6NG HOP CLOTETRACYCLIN
4.1. Chung giéng

Clotetracyclin con c6 tén khac la biomycin, aureomycin va dugc tim ra
lan dau vao nam 1948 trong moi trudng nudi cdy chung xa khudn Str.
aureofaciens. Trong san xuit cong nghiép hién nay nguodi ta st dung mot s
bién chung cho hiéu sudt sinh téng hop cao nhu Str. aureofaciens A377 (NRRL
2009), Str. aureofaciens ATCC 13908-13911.

Musi clohydrat cta clotetracyclin 14 dang bét tinh thé mau vang, khéng
mui, vi ddng, bén viing trong khéng khi khé & nhiét d6 phong, néu dé ra anh
sang thi dan dan mat hoat tinh. Clotetracyclin bén trong dung dich acid (pH
0,6 — 2,6), khong bén trong dung dich kiém.

4.2. Piéu kién 1én men

Nhu cAu dinh dudng va diéu kién 1én men sinh téng hop cua ching
Str. aureofaciens mang nhiing dic diém chung nhu phin téng quan néu trén.
Tuy nhién can chd y thém mot sd yéu t6 riéng nhu sau:

Thanh phan moi truong lén men (%):

Bot ngo 12,0
Cao ngod 0,5
(NH,),S0, 1,5
NaCl (hoac NH,Cl, NH,NO,) 0,6
Muséi khoang ... 0,01
CaCO, 1,5
Benzylthiocyanid 0,0001
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pH sau kht trung 6,6 - 7,2

Nhiét d6 nubi cay 28°C
Thoi gian 1én men 100-120 gio
Cung cdp khi v6 trung 1VVM

Mbi trudng lén men phai cung cip ion clo dé tao Clotetracyclin. Thich
hop nhat 12 amoni clorid, natri clorid hodc amoni nitrat.

Céc tién chat st dung trong sinh téng hop clotetracyclin 1a cac hgp chat
mach vong, thich hgp nhit 1a benzylthioxyanid (C;H,CH,-SCN) v6i ham lugng
1-3 mg/l méi trudng cé thé lam téng hiéu sudt dén 30 40%.

4.3. Phuong phap chiét xuat

C6 thé st dung phuong phap két tua dé thu clotetracyclin tit dich lén
men theo so @6 hinh 9.3a. Cac buéc tién hanh nhu sau:

Dich 1én men dugc ha nhiét do6 xuéng 15°C. Sau d6 acid hoa bang H,SO,
30% dén pH = 4,5. Loc loai sinh khéi va thém 0,1% CaCl,. Kiém hoa bang
NH,OH dén pH 8,5 — 9 khang sinh sé& két tua dang phtic calci. Loc thu két tua
dé tinh ché tiép qua cac cong doan loai tap, tdy mau...

Clotetracyclin c¢6 hoat tinh khang khudn manh gdp 4 lan tetracyclin
(Test 1a Staphyloccocus aureus) song doc tinh cao hon Tetracyclin nén hién
khong diing trong y hoc. Trude day cé st dung ch& phdm md tra mit (dang
clohydrat) va vién nén (dang base). Hién nay clotetracyclin dugc san xuit
dang thé (ch& phdm Biovit) dung trong chin nudi gia sic, gia cam.

Qui trinh sdn xudt Biovit: Cé thé ap dung mét trong hai quy trinh sau

(hinh 9.3b va c):
(oo o <
DICH LEN MEN . Lo >

Lam lanh 150C

H2S04 30% .

pH=4-5 Con 40% :

LOC ... (CSAY PHUN
. . e //<600C

(a): Quy trinh thu clotetracyclin tinh khiét ;OOmmHg
(b, ¢): Quy trinh thu biovit KET TUA

CaC|2

NH4OH

TINH CHE
Loai tap Ca, Mg
Tay mau

SAN PHAM
Hinh 9.3. Quy trinh x( ly dich 1én men clotetracyclin
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Dich 1én men dudc c6 chan khong dén 40% chat dic, sau d6 say phun thu
san phdm. Ho#c dich 1én men dem loc 14y sinh khéi (Biomaca) va sdy chan
khoéng 6 nhiét do < 60°C va p = 600 mmHg. Sau d6 xay thanh bot, xac dinh
hoat tinh khéng sinh ctia bt nay dé phéan loai san phadm. Cé cac loai Biovit 80,
Biovit 120 hay Biovit 150 (Méi kg Biovit c¢6 chiia 80, 120 hay 150 g biomyxin
va 4 mg vitamin B,).

5. SINH TONG: HOP TETRACYCLIN

5.1. Pai cuong

Tetracychn dudce phat hién 1an dau vao ndm 1953 bang phuong phap khu
clo cta clotetracyclin. Sau nay ngudi ta tim thdy ching xa khudn Str.
viridifaciens c6 kha ning sinh téng hgp ra tetracycline nhung thuc t& trong
san xuat st dung chung Str. aureofaciens trong diéu kién nudi cay dic biét (c6
bé sung cac chét tc ché qua trinh Clo hoa).

Tetracyclin base 1a bot két tinh vang sam, it tan trong nuée va dung méi
hfiu co. Dang base nay khong bén nén thuc té san xuat tetracyclin clohydrat 1a
bot vang sang tan trong nudc vira bén viing, viia dé st dung.

5.2. Quy trinh lén men

Diéu kién va dic diém caa qué trinh 1én men tao tetracyclin béi ching
Str. aureofaciens gin gidng véi 1én men tao clotetracyclin. Tuy nhién diém
khéac biét quan trong nhat 1a thanh phan méi trudng nudi cay. Dua vao thanh
phan méi trudng cung cip cho xa khuidn ma ngudi ta c6 thé dinh hudéng dudge
san phdm cubi cing ctia qua trinh 1én men.

Str.aureofaciens trong diéu kién nudi cay binh thuong tao ra clotetracyclin;
nhung khi nuéi dudng trong diéu kién dic biét cé chat tc ché qua trinh clo hoa
xa khuén sé tao ra chu yéu tetracyclin. P& nang cao hiéu sudt sinh téng hop
tetracyclin phai loai nhiing vét Cl- ra khoéi méi truong. Trong phong thi
nghiém dé loai ion Cl~ c¢6 thé dung muéi bac, tuy nhién phuong phap nay
khéng thuc té. Hién nay ngudi ta dung nhiing chat tc ché& qua trinh clo hoa
nhu brom, iod, thiocyanid... Tuy nhién néu tang ham lugng bromid trong moéi
trudng xa khudn sé téng hdp ra ca 7 — bromtetracyclin va tc ché sinh téng hgp
tetracyclin. Vi vay ngoai NaBr con cho thém cac chat tc ché qua trinh clo
hoa khac nhu 2-mercaptobenzothiazol, 2 - thiouracyl, dan chat cta acid
dithiocarbamic ... Co ché tac dung ctia cac chat nay chua dude rd vi ching
khong c¢6 tac dung canh tranh véi ion clo, ¢6 thé su c¢6 mit cia nhém
sulfuhydryl (-SH) c6 tac dung kich thich phan ting oxy hoa khii 1am loai Cl ra
khoi phan ti khang sinh.

Thanh phan méi truong lén men (%):
Bot ngd 10,0

132



Cao ngd 0,5

NaBr 0,2
Benzylthiocyanid (C;,H,CH,-SCN) 0,0001
2-mercaptobenzothiazol 0,001

CaCO, 0,5

DAau pha bot theo nhu cau

pH sau kht trung 6,8—-172

Nhiét d6 nuodi cay 28°C

Thoi gian 1én men 120 gic — 144 gio
Cung c4p khi vo trung 0,8—1VVM

5.3. Qui trinh chiét xuat tetracyclin

Ciang nhu cac khang sinh khac thuéec nhém nay, tetracyclin c¢6 thé duge
chiét bang ca 3 phuong phap. O day giéi thiéu phuong phap chiét bing dung
moi htiu co:

Dich 1én men xong, bom vao thung chta, ha nhiét d6 xudng 15°C. Thém
acid oxalic va ha pH = 2,56 — 3,0. Thém Na,CO, khudy pH = 3,5. Thém
K,Fe(CN), khudy tiép 15 phut dé loai sit. L&y mAu phén tich Ca** va Fe**: yéu
cau Ca™ < 0,4 - 0,6 g/lit. Fe** khong c6. Trong thiét bi chiét thém hén hop
isooctanol ¢6 chtia 1,5 - 2,56% acid oleic ti 1&é dung moi/dung dich khang sinh 1a
1:3-1:4, them NH,OH 5% vao va khudy pH = 9 - 9,5. Tetracyclin chuyén
sang dung méi, dich thai chuyén vé phan xudng thu héi dung moéi. Dich chiét
isooctanol bom vao thiét bi chtia cung véi acid oxalic (dung dich 5%) thém vao
vé6i lugng 0,5 - 0,6% theo ti 1& dich khang sinh. Tai day sé loai di Ca*™* va cac
kim loai khac dang oxalat. Ly tam loai oxalat. TAy mau bang than hoat 0,25 -
0,3%. Sau khi loc loai than trén loc hit chan khong thi két tinh tetracyclin
base bang dung dich NH,O0H 10%. Khudy dé két tinh 6 nhiét d6 15°C va pH
3,9 - 4,5. Ly tam thu san phidm va sdy kho bang may siy tang sbi. Hiéu suit
chiét dat 70 — 75%.

Trén thuc té, tetracyclin khong bén viing, it hoa tan trong nudéc nén khé
st dung. Vi vay thuong ché tao dang muéi clohydrat tetracyclin bén viing hon
(c6 dang vién nén). Tai bo mén Cong nghiép Duge, Truong Pai hoc Duge Ha
Noi lam nhu sau:

Trong noéi phan tng c6 may khudy ds 30 lit butanol va 4 kg tetracyclin
base vao khudy lién tuc va thém 0,6 lit acid clohydric dic. Khudy dén tan hét,
ha nhiét d6 xuéng 5°C gitt 1 gid - loc loai tia néu c6. Néu dé ché tao tetracyclin
clohydrat tiém phai loc qua loc Seizt. Dich loc dudc két tinh trong thiét bi thuy
tinh hay trang men khi nang nhiét d6 1én 40°C. Loc hoéc ly tAm 14y tinh thé.
Riia tinh thé bing aceton dé loai butanol. S&y chan khéng < 40°C.
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Hiéu suat ché tao clohydrat tetracyclin dat 90%.

| DICH LEN MEN |

Ha xuéng 15C

| AcIDHOA |

pH=25-3,0

w
| LoaiTap |

acid oxalic
K4FeCNg

[ toc |

| cHET |

isooctanol chira a.oleic
v chinhpH9-9,5

| TAY MAU, LOAI TAP|

Loai Ca, Mg
y Tay mau = than hoat

[ e |

Y
| KETTOA |

NH40H 10%
Y

| LoC, LY TAM |

| sAY TANG s |

butanol
HCI dac

Y
KIEM NGHIEM|«<—— TETRACYCLIN BASE |[-*%C—/ TETRACYCLIN H@

Hinh 9.4. Quy trinh chiét tetracyclin bang dung méi hitu co

6. SINH TONG: HOQP OXYTETRACYCLIN

Oxytetracyclin dugc phat hién 1an dau vao nam 1950 trong méi trudng
nudi cay Str. rimosus. Giai doan dau khang sinh nay dugc st dung cho ngudi &
dang dihydrat hay muéi clohydrat véi cac biét dugc Abbocin, Clinimycin,
Berkmycen, Imperacin, Oxymycin. Hién nay oxytetracyclin cht yéu duge dung
trong thd y va chén nuéi véi cac san phdm mang tén teravit, terramycin,
biostat.

Oxytetracyclin base 1a bot két tinh mau vang, khong mui, vi dang.
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6.1. Chung giong

Trong cong nghiép st dung Str. rimosus. Ngoai ra cac chung Str.
griseoflavus, Str. armilatus cing sinh oxytetracyclin.

Moi truong lén men (%):

Bot ngo 6,0

Cao ngd 0,5

(NH,),SO, 0,6

CaCO, 0,6

CoCl,.6H,0 0,01

pH sau kht trung 6,8—17,0

Nhiét do nubi cay 28°C

Thoi gian 1én men 120 gic — 144 gio

Cung cép khi v6 trang: 0,8 — 1 thé tich khéng khi/1 thé tich méi trudng/
phit, 4p suat noi 1én men: 0,3 — 0,4 at.

6.2. Piéu kién 1én men

Trong diéu kién nudi cdy chim va khudy tron cé cdp khi, giohg xa khuan
Str. rimosus phat trién cham hon so véi Str. aureofacience. Tuy nhién toc do
st dung chat béo 6 Str. rimosus nhanh hon 6 Str. aureofacience, do dé6 qua
trinh 1én men tao oxytetracyclin cAn nhiéu dau pha bot hon déi véi 1én men
tao tetracyclin va clotetracyclin. Tién hanh 1én men & 28°C, cap khi véi luu
lugng 1VVM. Thoi gian 1én men tir 120 gic — 144 gic.

Qua trinh 1én men oxytetracyclin xay ra theo 2 pha: trong 60 gié dau xa
khuén phéat trién rat manh. Tu gid tha 60 trd di bit ddu pha tha 2. Khuén ty
dit ra lai ndy mam tao thanh hé khuén ty thi cA&p manh hon. Pay 1a pha sinh
téng hop ra khang sinh. Trong qua trinh nay cin theo déi chit ché cic théng
s6 nhu pH, t6c do6 tao bot, ndng d6 dudng... dé bé sung kip thoi.

6.3. Phuong phap chiét xuit khang sinh

D& chiét xut oxytetracyclin t6t nh4t 14 dung phuong phéap két taa. Tuy
nhién & day giéi thiéu quy trinh chiét oxytetracyclin bang phuong phap trao
d6i ion. Quy trinh chiét bao gdm céac buéde sau:

Tao dich loc chita khang sinh:

Dich 1én men dugc ha nhiét do xuéng 15°C. Thém K,Fe(CN), 10% (khoang
3 lit/m®) dé loai sét. Thém acid oxalic (khoang 5 kg/m®) va khudy dén pH = 1,9 —
2,0 @€ loai ion Ca**. Thém dan Na,CO, va khudy cho dén khi dat pH = 3,0 - 3,2
va khudy tiép 15 phut. LAy mau phan tich Ca*™ va Fe™ (yéu cdu Ca** < 0,4 — 0,6
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g/l; Fe** khong c6). Dich duge dem loc béang loc trong quay hay ép khung ban.
Dich loc tinh khiét dem h&p phu trén cot chita nhya trao d6i ion.

Hép phu trén nhua:

Dich chtia khang sinh dugc lam lanh xuéng 7 — 8°C. Bom qua loc chtia
bong thuy tinh dé loai protein va cac tap khac. Dich loc trong sudt duge bom
qua cot trao do6i ion (cot dudc coi 1a bao hoa khang sinh khi dich di qua loc con
chita < 200 don vi/ml. Rtta cot bang nudc cat.

Trong dung dich acid xu&t hién cation tetracyclin c6 thé thay thé cac
cation hydro cua phan ti nhua.

. _NH'(CHs),
R—SOz;H + TC\ —_— R_SO3-
OH

_NH'(CHs),
TC,
OH

+
+

Phan hdp phu:

Dung dung dich dém borat amoni c¢6 pH = 9,6 — 10. Thuong dung dung
dich NH,OH 0,3N rdi thém acid boric dé dat néng d6 NH,OH 0,25N. Téc db
phan h&p phu khoang 600 V/gis. Khang sinh chuyén vao dung dich duéi dang
anion

NH'(CHy),
TC
N\
OH

. NH'(CHy),
+ NHOH —> RSO3 NH, ¢ +NH; + 2H0
o

R—S05

Dé phan hdp phu oxytetracyclin can lugng amoniac sao cho khong chi
thay thé cac cation khang sinh trén nhua ma con du dé hoa tan oxytetracyclin
duge ddy ra. Phan doan dau va cudi dé riéng dé hép phu lai; phan doan giiia
dem két tinh.

Két tinh Oxytetracyclin base:

Trong ndi phan tng c6 may khudy, dich phan hap phu dudc acid hoa
bing HC1 dén pH = 5 — 5,5. D& két tinh 2 gid 6 10°C. Ly tAm 14y tinh thé.

Tinh ché:

Hoa tan oxytetracyclin base trong HCI 0,1N. T4y mau bang than hoat.
Loc loai than dugc dich loc chtia oxytetracyclin tu 30 — 40 g/1. Dung dung dich
NH,OH 10N chinh dich loc d&n pH 3,8 — 4 dé két tinh & 10°C trong 2 gis. Sau
d6 ly tam 14y tinh thé. S&y chan khéng & nhiét do < 60°C hoac siy tang sbi.
Thanh phidm dat khoang 900 Ul/mg.

Hoan nguyén nhua:

Phuong trinh hoan nguyén nhya nhu sau:

136



R—SO3NH; +NaOH =——= RSO;Na' + NH,0H
R—SO;NH, +HCI ~=——= RSO;Na +NaCl

Cho dung dich NaOH 3N chay qua cot véi toc do 300 1/gis. Ria cot bang
nudc da loai ion dén khi dich chay ra c6 pH = 8 — 9,0. Sau d6 cho dung dich
HC1 1IN chay qua cot véi toc do 400 1/gic dén khi pH ctua dich chay ra dat
92— 2,5 1a dugc.

| DICH LEN MEN |

to = 150C
/

| ACIDHOA |
pH=2,5-3,0

Y
| LoAITAP |

acid oxalic
K4FeCNg

HAP PHU

Nhua sulfocationit
y to = 80C

PHAN HAP PHU

Dém borat amoni
Y pH =9,6-10,0

KET TINH

dd Hel
pH=5,0-55

LOC, LY TAM

TINH CHE

SAN PHAM

Hinh 9.5. C4c céng doan chiét oxytetracyclin bang dung méi hitu co
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7. SAN XUAT MOT SO TETRACYCLIN BAN TONG HGP

Do céac nhuge diém vé doc tinh cta cac tetracyclin tu nhién nhu da trinh
bay 6 trén, ngudi ta da tim cach tao ra ciac khang sinh mdéi cia nhém nay. Xu
huéng tao cac tetracyclin tu nhién mdéi bang cach thay déi cac tién chat hodc
dinh huéng sinh téng hgp (VD: tao bromtetracyclin bing cach cung cdp ion
brom thay cho clo; hodc tao cac 6-demetyl cua tetracyclin, clotetracyclin hay
oxytetracyclin bang cach thém vao méi trudng cac chat tc ché qua trinh metyl
ho4 nhu dan suit sulfonamit...) chua dem lai két qua kha quan. Hién nay cac
khang sinh tu nhién ctia nhém Tetracyclin cht yéu chi dude dung trong nganh
chan nudi, mét phan trd thanh nguyén liéu trung gian ban téng hdp ra cac
tetracyclin méi. Cé6 khoang trén 3.000 chit khang sinh ban téng hgp nhém
tetracyclin da dugc cong b, tuy nhién chi mot s6 it trong ching dude st dung
trong diéu tri vi tac dung phu (nhat 1a doéi véi tré em). Nhom cac tetracyclin
ban téng hgp dude chia thanh 2 loai:

7.1. Cac khang sinh 1a dan xuit amid

T tetracyclin ngudi ta cho phan ing v6i formaldehyd va mot amid tuong
tng thi sé tao nén mo6t khang sinh mdéi nhu rolitetracyclin (1958), limecyclin
hodc mepicyclin. Cac khang sinh nay c6 tinh tan trong nudc tét hon.

Tetracyclm Rohtetracychn
Phén (ing tao Rolitetracyclin

7.2. Cac khang sinh dugc thay thé cac nhém chiic 6 vi tri s6 6 va 7

Pai dién tiéu biéu ciia nhém nay 1a 3 khang sinh: methacyclin (1960),
Doxycyclin (1962) va minocyclin (1967).

Methacyclin dudc ban téng hdp tit 6-deoxy-oxytetracyclin theo so d6 sau:

H;C CH; H:C CH
AN 3 3
cu; OH N CH, OH °N
OH OH
‘ ‘ ‘ ‘ o —> ‘ ‘ ‘
HO CONH, HO CONH,
OH O OH O OH O OH O

6-deoxy-oxytetracyclin Methacyclin

138



Doxyecyclin duge ban téng hgp tit methacyclin theo so do:

H;C~  CHs H;C~ CHs
CH, OH N CH; OH N
OH OH
‘ “ o ““
OH (0) OH (0} OH O OH o
Methacyclin Doxycyclin

Minocyclin dude ban téng hop tit 6-demethyl-tetracyclin:

o H3C\N CH; H3C\N _CH, H3C\N _CH;
OH OH
L K QI L
HO CONH, HO CONH,
OH O OH O OH O OH O

6-demethyl-tetracyclin Minocyclin

Uu diém cua cac khang sinh nay 1a liéu dung th&p hon nén it déc hon va
c6 tac dung kéo dai. Trong s6 nay doxycyclin dude st dung phé bién hon ca
dudi dang monohydrat hay hyclat.

CHz  OH N(CHa)z
: H f H =
-Hzo
OH O OH OHo
Doxycyclin monohydrat
CH;  OH N(CHs)2
i H £ H ¢
P oA i " HCl
*12 H,0
*1/2 CoH50OH

OH O oH OHo

Doxycyclin hyclat (Doxycyclin hydrochlorid hemihydrat hemiethanolat)
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TU LUGNG GIA

1. Chung xa khuén Str. aureofacience trong diéu kién nao thi tao ra san
pham clotetracyclin, diéu kién nao thi tao ra tetracyclin?

2. Tai sao trong chiét xuat khang sinh nhém tetracyclin phai loai tap
Ca*™, Mg**, Fe™?

3. Neéu vai tro cua khang sinh nhém tetracyclin trong y hoc va trong doi
song hién nay?
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Chuong 10

SAN XUAT KHANG SINH NHOM AMINOGLYCOSID

MUC TIEU
Sau khi hoc xong chuong nay, sinh vién phai trinh bay dugc:

1. Nguén géc cdc khdng sinh tw nhién va bdn téng hop nhém
aminoglycosid.

2. Nguyén tdc chung trong tim kiém va sdn xudt khdng sinh nhém
aminoglycosid.

1. PAI CUONG CHUNG VE CAC AMINOGLYCOSID

1.1. Pai cuong, phan loai

Cac khang sinh thudc nhém aminoglycosid chiém vi tri quan trong thu 2
sau nhém beta-lactam trong diéu tri cAc bénh nhiém trung. Day 1a cac khang
sinh ¢6 tac dung chii yéu trén cac vi khuan hiéu khi, vi khudn Gram (-) nhu
Pseudomonas, Enterobacter...

Bang 10.1. Mot s6 khang sinh tiéu biéu nhém aminoglycosid

Tén KS Nam Chiing xa khuan Thé Pudng dung
hé

Streptomycin 1944 Str. griseus I Tiém
Dihydrostrep ban TH tu streptomycin I Tiém
Neomycin 1949 Str. fradiae I Ngoai da, uéng
Kanamycin 1957 Str. kanamyceticus I Tiém, uéng
Paronomycin 1959 Str. rimosus I Tiém
Gentamicin 1963 M. purpurea Il Tiém, mat
Sisomicin 1970 Micromonospora inyoensis Il Tiém
Netilmicin 1975 ban téng hdp tir sisomicin Il Tiém
Tobramycin 1975 Str. tenebrarius I Tiém, mat
Amikacin 1976 ban téng hop ti kanamycin I Tiém
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Cac aminoglycosid phd bién dude phan lap ti cac ching xa khudn
Streptomyces hoéc Micromonospora, ngoai ra ¢c6 mot sé chung Bacillus cling c6
kha nang sinh khang sinh nhém nay. Cac aminoglycosid dudc phan lap tu
ching xa khudn Streptomyces c6 tén goi két thic bing -mycin, con nhiing
khang sinh dugc phan 1ap tit chiing xa khuin Micromonospora cé tén goi két
thic bang -micin. S6 lugng cac aminoglycosid tu nhién 1én t6i hon 150 chat
khang sinh. Nhiing khang sinh quan trong cta nhém nay phai ké dén:
amikacin, gentamicin, kanamycin, neomycin, streptomycin... Cac
aminoglycosid c6 thé chia thanh 2 th& hé dua trén doc tinh va phd khang
khuén (bang 10.1).

Cac khang sinh thé hé I ctia nhém aminoglycosid ngay nay it dugc su
dung do déc tinh va phé khang khudn kém hon cac khang sinh thé hé II bao
gbm cac khang sinh sinh tdng hop va ban téng hdp nhu gentamicin,
tobramycin, amikacin, netilmicin... trong d6 gentamicin dudc st dung phéd
bién hon ca.

1.2. Cau triac hoa hoc cac aminoglycosid

Bang 10.2. Cac aminocyclitol clia khang sinh

Aminocyclitol Khang sinh tiéu biéu
Tén nhém Cau trac
Streptidin NH, Streptomycin
\Cl3=NH Dihydrostreptomycin
NH
OH NH
Ho—~— NH —(|;|—NH2
Bluesin NH, Bluensomycin
“C=NH
A
OH o}
RO~ NH—|(|3—NH2
2-deoxy Neomycin
streptamin NH, Paromomycin
m Kanamycin
HO NH, Gentamicin
Ho Sisomicin
Apramycin
Tobramycin...
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Actinamin Spectinomycin
; Kasugamicin
HO 0 : . .
HyCHN 0 Validomycin
NHCHs Hygromycin
Destomycin

Phin 16n cic chung vi sinh vat sinh téng hgp khang sinh nhém
aminoglycosid trong qué trinh sinh téng hop c6 kha nang tao ra déng thoi
nhiéu chit c6 cdu tric rat gdn nhau nhu ching Str. fradiae sinh téng hgp
dong thoi neomycin A, B va C; chting Micromonospora purpurea sinh téng hop
dong thdi cac gentamicin C,, C,, va C,...

Vé c4u tric cac aminoglycosid 14 mét ho gdm rat nhiéu chat khang sinh
khac nhau c¢6 cdu tric phan tu gom 2 thanh phan chinh 14 caAc nhém amin lién
két véi goc glycosid. Theo dic diém cdu tric hoa hoc c6 thé phan loai cac
aminoglycosid dua theo nhém aminocyclitol cua ching:

Nhom khang sinh chtia 2-deoxystreptamin con dugc chia thanh 2 phan
nhém nhd véi cac phan ti duong duge gan 6 vi tri s6 4 va 5 (dai dién 1a neo-

mycin) va cac phan ti dudng dudc gin ¢ vi tri s6 4 va 6 (dai dién la
kanamycin, gentamicin).

Nhoém chita actinamin con ¢6 tén goi la nhom chta cac acid amin khac
nhau: gém spectinomycin, kasugamicin, validomycin, hygromycin, desto-
mycin. Trong s6 nay chi c¢6 spectinomycin dude st dung trong y hoc, cac khang
sinh con lai cht yé&u st dung trong néng nghiép va chan nudi dé tri bénh cho
cdy tréng va gia suc.

1.3. Tinh chat hoa hoc chung va co ché tac dung

Phan 16n aminoglycosid dé tan trong nuéc, phé khang khudn rong, bén
v6i nhiét va pH. Hau hét khang sinh nhém nay dude st dung chu yéu 6 dang
tiém ho#c thudc dung tai chd, rat han hiiu c6 dang uéng. Chi riéng neomycin
duge diing dudng udng trong diéu tri bénh nhiédm khuén néo va gan vi déc tinh
cao. Hai phan ting c6 hai cht yéu ctia cac khang sinh aminoglycosid 1a doc cho
cd quan thinh gidc va than khong héi phuc khi dung kéo dai (nhat la
streptomycin va neomycin), chu yéu la 6 6c tai (neomycin) va tién dinh
(streptomycin).

Co ché tac dung cua cdc aminoglycosid 1a gin két viing chic véi mot
trong hai vi tri gdn aminoglycosid trén tiéu phan 30S cta ribosom, két qua la
thudc tic ché téng hop protein cta vi khuén.

Céc aminoglycosid hoan toan khong c6 tac dung trén cac vi khuén ky khi,
ndm va virus. K& ti khi xuét hién cic penicillin ban téng hop va cac
tetracyclin vi tri cia cac khang sinh nhém aminoglicosid trd nén it c6 y nghia
hon. Tuy nhién uu diém cta cac khang sinh aminoglicosid 14 gi4 thanh ré nén
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thich hgp véi cac nuéc kinh t& con nghéo. Ngay nay cac khang sinh nhém
aminoglycosid dugc coi 1a cac chit khang sinh du trid, chi dude st dung chu
yéu khi cac khang sinh khac khong mang lai hiéu qua. Mot s6 khang sinh
nhém nay dudgc st dung trong néng nghiép nhu 6 Nhat st dung kasugamicin
dé tri bénh vang lui cho lda do chung Piricularia oryzae giy ra; cac khang
sinh khéc duge st dung chita bénh cho gia stic nhu hygromycin dudge sinh téng
hop tit chung S. hygroscopios, destomycin dugc sinh téng hop ti chung
S. rimofaciens, validomycin dudc sinh téng hgp tit chung S. hygroscopicus..

1.4. Co ché sinh tong hgp

NH,
| NH,
HN= C| N'H2

| =

NH C=NH CI I\IIHzNH
| NH =

NH, |
NHZ
(@
HO
OH

o Ko
CH,OH Demetyldihydro-
(b) B,C OdTDP -streptomycin
OH OH
CH,0H
O z
NH,
|

0 OH
CHO
OH Streptomycin
0
OH 9]
CH,OH
CH3N
OH

Hinh 10.1. Co ché sinh téng hop streptomycin ti streptidin da dudc phosphoryl hoa (a),
dTDP-L-dihydrostreptose (b) va N-metyl-glucosamin (c)

NuDP: nucleotiddiphosphat
dTDP: dezoxythimydindiphosphat
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Do c4u tric hét stic da dang va khac nhau, trong qua trinh sinh téng hop
cac nhém chat aminoglycosid sé trai qua cac mat xich trung gian va can céc tac
nhan cdm tng hay kiém ché& khac nhau. O Str. Griseus, dihydrostreptomycin-6-
phosphat va streptomycin dude hinh thanh & giai doan cudi nho phan tng két
hop gitia 3 ciu tu: streptidin da duge phosphoryl hoa, dTDP-L-dihydrostreptose
va N-metyl-glucozamin (hinh 10.1). Tt nguén cd chit glucose, bang cach st
dung cac bién chung va ap dung cac ché dd céong nghé tuong ing khac nhau
nguoi ta da 1én men duge hang loat cac aminoglycosid khac nhau.

1.5. Qua trinh tach chiét sin pham

Céac khang sinh nhém aminoglycosid déu 1a nhiing chat c6 tinh base yéu,
tuong do6i bén vé6i nhiét, véi pH, tuy nhién trong méi truong 1én men thuong
tén tai dong thoi mot ho gdm nhiéu khang sinh cé cau tric gin gidng nhau véi
hoat tinh khang sinh khac nhau. Do d6 trong cong nghiép ngudi ta thuong lua
chon phuong phap sic ky bang nhua trao déi ion dé tach va tinh ché san
phédm. Trong céc cong doan tach dau tién ngudi ta thudng st dung cationit,
sau d6 tuy thudc vao loai aminoglycosid can tdch ma ngudi ta chon cac loai
nhua khac nhau. Cac chat mang thuong dudge Ilwa chon la
carboxymethylcellulose (CMC), CM-sepharose, sephadex, phospho-cellulose,
sulfoethylcellulose... Mot s6 cationit ban trén thi truong hay dugc st dung la
Amberlit IR-120, Amberlit IRC-50, Diaion SK-1B, Diaion PK-204, Dowex 44,
Dowex 50W X2, Duolite C-3, Duolite ES-26...

2. SINH TONG HOP STREPTOMYCIN

2.1. Pai cuong

Streptomycin dac biét c¢6 tac dung trén truc
khuén lao (Mycobacterium tubeculosis) va dugc phat
hién 1an diu tién vao thang 4 nim 1944 do Waksman
S. A va cong su chiét dugc tif moi truong nudi ciy
Streptomyces griseus. Day la modét modc quan trong
trong lich st y hoc vi d6 1a chat khang sinh dau tién
c6 kha nang khong ché dudc bénh lao.

Mac du ¢6 nhude diém 1a doc tinh cao trén ¢ Hinh 10.2. Nha bac hoc
quan thinh gidc néu dung lau, song streptomycin van Selman Abraham
la khang sinh dudce st dung dé diéu tri lao két hgp  Waksman (1888 — 1973)
v6l mot s6 thudc khac c6 hiéu qua. Hién nay & cac
nudc phat trién streptomycin da duge thay thé bang
mot s6 khang sinh ban téng hgp khac vi mét mit streptomycin gy tén thuong
cho c6 quan thinh giac, mat khac ngay cang c6 nhiéu vi khuén c6 kha ning
khang lai streptomycin. Mot s6 chung xa khudn dudc st dung dé sinh tdng
hogp streptomycin la: Str. reticuli, Str. bikiniensis, Str. raneus, Str. humidus,
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Str. griseocarneus. Tuy nhién trong cong nghiép chti yéu nguoi ta st dung mot
s6 bién chtng Str. griseus c6 kha ning khang actinophage cao.

2.2. CAu truc hoa hoc va tinh chat

Cong thiic hoa hoc ctia streptomycin dugc x4c dinh tit nhiing ndm 1946 —
1948. Phan ti streptomycin bao gbm 3 phan chinh dudc lién két v6i nhau bang
day noéi glycosid:

HH
n”" NHCNH,
HNCNH
OH
(1)
o (]
CHO ,3H2804
Me
(2) HO O
HO 0
CH,OH
MeHN
(3)
| OH ]2

1- Streptidin 1a dan chat diguanidin clia meso - inosid
2- Streptose la loai dudng L c6 chira nhém aldehyd 6 C,
3- Metyl glucosamin 1a dudng loai L cé chta nhém metylamin & C,.

Hai phan sau lién két véi nhau bang day néi glycosid tao ra phan t& gém hai loai
dudng dudc goi la streptobiosamin.

Streptomycin chi c¢6 hoat tinh khi phan td con nguyén ven. Néu cit bd
phan nao trong phan ti déu lam khang sinh mat tac dung. Tuy nhién néu khu
nhém aldehyd (bang H,/Pd) thanh nhém alcol tao ra dihydrostreptomycin lai
¢6 tac dung manh trén truc khudn lao nén dihydrostreptomycin dudc st dung
diéu tri lao. Tuy nhién sau nay ngudi ta nhan thay dihydrostreptomycin tuy it
doc hon streptomycin nhung lai dé giy diéc hon nén hién nay khéng st dung
nua.

Streptomyecin 14 bot trdng, khong mui, vi ding, hut A&m manh. D& tan
trong nuée do c¢6 nhiéu nhém hydroxyl va amin, it tan trong etanol, khong tan
trong ete va cloroform. Dudc st dung nhiéu hon ca 14 dang muéi sulfat. Dang
muobi nay bén trong khong khi va anh sang.

Streptomycin khong h&p thu qua dudng rudt nén dung dé tiém béip. Cé
tac dung diét khuén bang cach ngdn cdn qud trinh téng hop protein ciua vi
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khuén. Phé khang khuén cta streptomycin gébm cac vi khudn Gram (-) hiéu
khi v& mot s6 vi khudn Gram (+), streptomycin khéng cé tac dung trén cac vi
khuén ky khi.

2.3. Quy trinh 1én men sinh tong hop

2.3.1. Chung giéng

Trong san xuit cong nghiép ngudi ta st dung cic bién chung cua
Streptomyces griseus nhu ATCC11429.

Xa khuén S. griseus 1a vi sinh vat hiéu khi manh nén qua trinh nubi ciy
can lic hodc khudy tron kém theo suc khi. Nhiét dd nudi cdy thich hop tu
26 — 28°C. pH t8i uu cho su phéat trién 1a 6,8 — 7,2. Thoi gian 1én men khoang
96 — 120 gic — 144 gig.

2.3.2. Diéu kién lén men

Nguén carbon: Ngudn hydratcarbon Str. griseus dong hoa dudc 1a tinh
bot, dextrin, maltose, fructose... Chui yéu st dung tinh bt va glucose vi ca 3
thanh phéan cdu tao ciia Streptomycin déu c6 ngudn goc ti glucose. Tuy nhién
ngoali streptomycin trong mdi truéng 1én men con tao thanh
manosidostreptomycin (hay con goi la streptomycin B) c6 hoat tinh khang sinh
yéu. Khi méi trudng chtia qua nhiéu glucose thi sé tao thanh mdot hén hop
khéng mong muén cta ca 2 loai streptomycin. Nguon carbon via gitp cho vi
sinh vat phat trién, cung cdp ning lugng cho vi sinh vat, dong thoi tham gia
truc tiép vao phan ti khang sinh streptomyecin.

Nguén nito: Ngudn nité vo cd thich hop 1a cac mubi amoni va khong thich
hop véi cac mudi nitrat.

Str. griseus con c6 kha nang sinh trudng va tao khang sinh streptomycin
trén moi truong chia protein nhu bot dau tuong, bot ca, men kho, gluten bot
mi vi loai xa khuéin nay c6 hé protease manh nén c6 kha ning phan huy cac
protein thanh cac acid amin va st dung cic acid amin nay trong qui trinh
trao doi chat.

Nguén phospho: Can phospho v6 cé hoa tan c6 trong KH,PO, dé cho
giéng sinh trudng va phat trién binh thudng. Thi€u phospho hoa tan thi sinh
trudng ctia khudn ty yéu do su dong hoa carbon va nitc bi chAm va hoat luc
khang sinh thap. Tuy nhién thiia phospho sé ting nhanh téc d6 st dung
hydratcarbon 1am cho qua trinh tao bao ti rit ngén, do d6 tc ché su téng hop
streptomycin.

NaCl: Thuc nghiém cho thay thém NaCl vao moi truong 1én men thi hiéu
suét sinh tdng hgp streptomycin ting. C6 1& NaCl c6 tac dung lam thay d6i
tinh tham cua thanh t& bao nén khang sinh tiét vao mdi truong dé dang hon
va khong gay tic ché 1én ching sinh streptomyecin.
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CaCO,: Trong moi truong nudi cdy can c6 CaCO, véi muc dich lam 6n
dinh pH.

Nguén kim loai vi luong: Ching xa khudn sinh streptomycin ciing cin
mot s6 kim loai nhu Mg, Mn, Fe, Cu... va thuong dudce bs sung dudi dang mudi
sulfat. N&u méi trudng cé cao ngd, bot dau, bét lac... thi khong can bd sung vi
ban than cac loai nguyén liéu nay da san cé cac mudi kim loai.

Qua trinh 1én men kéo dai khoang 120 - 144 gig, nhiét do thich hgp 26 -
28°C, pH moi truong 6,8 - 7,2. C&p khi véi luu lugng 1 VVM. O pha phat trién
tht nhat, chung xa khuin nay sinh trudéng manh sau 6 - 8 gid. Cac bao ti nay
chdi, mdi bao ti ndy 1 chdi tao thanh hé s¢i. Khudn ty thing va phan nhanh
yéu, t& bao chit wa kiém. Budc sang pha 1én men thia hai qué trinh phat trién
cham lai hé sgi khéng phat trién niia ma bude vao giai doan tu phan & ngay
thta 3 (khoang 72 gid). Chung Str. griseus rat nhay cam véi phage, do d6 qua
trinh 1én men can gi& vé6 khuén rat chiat ché va can kiém tra d6 vo trang
4 gio/lan.

Trong diéu kién t6i vu hiéu suét sinh téng hop tao streptomycin cta xa
khuén Str. griseus dat t6i 20.000 — 25.000 dv/ml moi trudng.

Céc mdi trudng sinh téng hgp c¢6 thanh phan nhu sau:
Moi truong giit gidong (%)

Glucose 2,0

Pepton 0,5

Cao thit 0,5

NaCl 0,5

Agar — agar 2,0

pH 6,8 — 17,2

Khti trung 115°C trong 20 phiit.

Nhiét do6 nubi cay 28°C
Thoi gian nudi cdy 5 —7 ngay.
Moi truong nhén giong (%)

Glucose 4,0
Bot dau 3,0
(NH,),S0, 0,6
NaCl 0,3
CaCO, 0,6
KH,PO, 0,01
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Dau pha bot 0,5

pH 6,8 17,2

Khii tring bang hoi néng ¢ 120°C trong 60 phit. Khi méi trudng ha
nhiét do6 xuéng 28 - 30°C thi cdy gidng vao véi ty 1é 0,5 1it/600 lit méi trudng.
Giong dugc nudi trong vong 40 — 48 gid 6 nhiét do 28°C. Cap khi vo trung véi
luu lugng 1 VVM. May khudy véi toc do 110 vong/phit. Pha bot tu dong bang
diu lac da kht trung.

Giong dude truyén sang ndi nhan giong cap 2 va dudc nudi dudng trong
diéu kién nhu trén trong thoi gian 36 — 40 gig.

Moi truong lén men tao streptomycin (%)

Glucose 4,0

Bot dau 3,0
(NH,),S0, 0,6
NaCl 0,25
CaCO, 0,6
KH,PO, 0,01
Dau pha bot 0,2

pH 6,8 — 7,2

Mabi truong dudc chuin bi trong ndi pha ché, sau dé bom qua cot khi
trung lién tuc 6 134°C. Khi méi truong ha nhiét d6 xuéng 28 — 30°C thi truyén
gidng ti ndi  sang bang khi nén vo trung.

Tién hanh 1én men khang sinh trong diéu kién nhiét do 28°C trong thai
gian 120 — 144 gic. C4p khi v6 trung vé6i luu lugng 0,5 — 1VVM. May khudy véi
téc do 110 vong/phit. Pha bot tu dong bang dau lac da khi trung. Ci 4 gio 14y
mAau phén tich 1 14n dé kiém tra d6 v6 trung, c6 nhiém phage hay khong? Cé6
can b6 sung thanh phan gi vao mdi trudng nudi cdy hay khong? Can kiém soat
chat ché ham lugng glucose trong méi trudng 1én men dé thu dude chu yéu
streptomycin A.

Hién nay ngudi ta van chua xac dinh dugc tién chit trong qué trinh sinh
téng hgp streptomycin.

2.4. Quy trinh chiét xuat khang sinh Streptomycin

Streptomycin 1a ch&t khang sinh c6 tinh base y&u nén c6 thé st dung
cacboxycationit dang Na® dé tach chiét san phdm. Qué trinh h&p phu cuaa
Streptomyecin trén cationit c6 thé biéu dién bang phuong trinh:

3R - COO-Na* — + (Str)* R, (Str.) + 3Na*
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Dich 1én men dugc xt 1y truée khi tach chiét khang sinh béang cach acid
ho4 bang dung dich H,SO, 30% dén pH 2,5 - 3,0. Khudy nhe dé cho qua trinh
két ta toét hon. Loc trén loc ép khung ban, hay loc trong quay loai sinh khéi.
Khuén ty Str. griseus rat manh nén qua trinh loc cin cho chét trg loc.

Kha néng hip phu cta streptomycin phu thudc vao lugng tap chat cé
trong dich 1én men, dic biét 1a cac cation Mg*™, Ca** vi vay phai loai céc ion d6
truée khi hap phu khang sinh bang cach thém oxalat natri vao dich loc. Khudy
30 phut. Loc loai tia. Dich loc bom vao thiét bi chitia va ha nhiét do dén 8°C.
Thém 1% formalin dé bao quan. Trung tinh bang NaOH dén pH = 7,0 - 7,5.
Dich da tinh ché& loc qua béng thuy tinh rdi dem hap phu trén cot.

Dich loc chtia khang sinh cho h&p phu trén cot véi téc do 800 lit/gid.
Thoi gian bao hoa cét khoang 24 gis. Khi nao dich chay qua con khoang 100
dv/ml thi ngiing. Rtia cot bang nuéc mém dé loai tap chat hiiu co va sic té.
Hiéu sudt giai doan hap phu dat 95%. Phan hap phu streptomycin bang
H,SO, 5%, qué trinh phan hap phu dugc biéu dién bang phuong trinh:

R,4(Strep) + 3H* —— 3RCOOH + (Strep)**

| DICHLENMEN |

Lam lanh
pH25-3
Loc

| Loc | [snHkHSl |

| DbicrLoc |

Loai Ca, Mg
trung hoa
Loai protein
y Loc

| HAP PHU |

cacboxycationit

| PHAN HAP PHU |

v <50Ul/mI
5
.000UmI 22-4°0 P/DOAN 1

P/BOAN 2 |<— 60.000Ul/ml; pH = 2,0
———| P/DOAN 4
500Ul/n]l, pH = 2,0

I:m_p—l 95.000U1/ml

P/BOAN 5 -
. P/DOAN 3 anionit

+Na 2CO 3
| TINH CHE |<—

Tay mau

Loai musi (cationit)
Trung hoa (anionit)
¢6 chan khéng

Y
| STREPTOMYCIN |

Hinh 10.2. Quy trinh chiét xuat va tinh ché streptomycin
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Phan loai dich phan hip phu ra cac phan doan va c6 ché dd xu ly khac
nhau tuy theo ham lugng khang sinh trong cac phan doan dé:

Phén doan 1: Cho chay vao éng thoat dén khi khi hoat tinh dat 50 dv/ml.

Phén doan 2: C6 hoat tinh thap, tu 50 - 20.000 dv/ml. Hoat tinh trung
binh 5000dv/ml va c6 pH 3,5. Pem hap phu trd lai dé thu hdi.

Phén doan 3: Cé hoat tinh cao tit 20.000 dv/ml tré 1én. Trung binh 1a
95.000 dv/ml va pH = 6,5. Tinh ché tiép bing than hoat.

Phén doan 4: Phan cé hoat tinh cao va pH = 2,0. Hoat tinh trung binh
60.000 dv/ml dugc trung tinh hoa béng anionit dang OH.

Phén doan 5: Hoat tinh thap vao khoang 500dv/ml va pH = 2,0. Trung
hoa bing Na,CO, réi hap phu lai dé thu héi.

Phan doan 3, 4 dugc tdy mau bang than hoat véi ludng 2,5 - 3% (tinh
theo trong luong khang sinh). Loc loai than. Ria than bing nuéc mém dé 14y
hét khang sinh. Hiéu suat 96% (tinh tir dich dem tdy mau). Dich khang sinh
da tdy mau cho chay qua cot trao ddi ion dé loai mudi. Phuong trinh loai muéi
nhu sau:

R-SO.H + Na* » R-SO,Na*+H*

Do xu4t hién ion H* nén dung dich khang sinh c6 pH acid. Dich lai dugc
trung tinh hoa bang cot anionit.

2R - NH,OH + SO > ... » (RNH,),SO, + H"

Dung dich streptomycin da loai muéi va trung tinh hoa dudc béc hoi
trong chan khong ¢ 740 - 750 mmHg dén dam do6 170.000 - 210.000 dv/ml, sau

d6 phun sdy dé thu bot streptomycin. Péng géi trong diéu kién tuyét déi
vO6 trung.

3. SINH TONG HOP GENTAMICIN

3.1. Pai cuong

Gentamicin dugc phat hién 1an dau vao nam 1963 trong méi trudng nudi
cdy chung xa khuin Micromonospora purpurea. Clng véi tobramycin (1975)
va amikacin (1976), gentamicin c6 thé duge coi nhu khang sinh thé hé 2 ctaa
nhém aminoglycosid. Gentamicin dugc st dung rong rai nhat trong s cac
aminoglycosid vi c6 phé khang khuén réng va dac biét c6 tac dung trén cac vi
khuan Gram (-).

3.2. Cau truc hoa hoc va tinh chat

Gentamicin sulfat 12 mot phiic hgp sulfat ciia 3 chat chi yéu c6 cau tric
gan giéng nhau duge goi 1a gentamicin C,, gentamicin C,, va gentamicin C,,
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ngoai ra con mot phan rat nhoé gentamicin C,, va gentamicin C,,. Cac chat nay
déu 1a dan chat cua DOS (2-deoxystreptamin).

Gentamicin c6 tac dung trén ca vi khudn Gram (+) va Gram (-). Phé diét
khuén chu yéu trén cac vi khuan hiéu khi Gram (-) va céac tu cAu khuén, ké ca
cac chung tao ra penicillinase va khang methicillin.

Gentamicin khong hap thu qua dudng tiéu hoa, duge st dung dang tiém
tinh mach ho#c tiém bép (thudng bao ché dang dung dich tiém chia 2;
10 mg/ml va 40; 80; 160 mg/2 ml). Gentamicin thuong dugc dung phdi hgp véi
cac khang sinh khac (B-lactam) hodc cung véi cac chat diét khudn khac dé mé
rong phé tac dung va ting hiéu luc

HO 0

OH
+H,S0,

NH,
NH,

Bang 10.3. C4u trac hoa hoc clia gentamicin theo Dugc dién Anh BP 2003

Tén Thanh phan Cong thirc R, R, R,
gentamicin % cau tao
C, 20 - 35 C,H.sNO, CH, NH,CH, H
C.. 10 - 30 C1oHasoNsO; H NH, H
C, CoHaiNsO; CH, NH, H
Co. 40 - 60 CooH4:N;50; H NH, CH,
Co CoHaiNsO; CH, NH, H

3.3. Quy trinh 1én men sinh tong hop

3.3.1. Chung giong

Gentamicin do mdt s6 chting xa khuén thudc chi Micromonospora tao ra.
Trong thuc t& chiing M. purpurea var. nigrecens va M. echinospora 14 nhiing
chiing quan trong nhat dudc ting dung vao san xuit cong nghiép.

M. purpurea var. nigrecens 1a chung vi sinh vat hiéu khi, khéng hoéc rat
it tao bao tu, do d6 gidng can giii trong diéu kién lanh sau téi -20 dén -30°C.
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Micromonospora hau nhu chi c¢6 khuén ty co chdt phan nhanh, khéng hinh
thanh khuén ty khi sinh. Pudng kinh khuén ty tit 0,4 — 0,8mcm. Khi chua tao
bao tit bé mat khudn lac c6 mau vang sang dén mau da cam hoéc nau dd tuy
thudc vao méi truong va diéu kién nudi cay.

3.3.2. Quy trinh lén men

Mboi trucng git giong (%):

Pepton 0,6

Cao ndm men 0,3

Cao thit 0,15

Casein thuy phan 0,4

Glucose 1,0

(NH,),S0, 0,35

KH,PO, 0,1

MgS0,.7H,0 0,5

Thach 2%

Nudéc may vd

pH 6,8—-17,0

Nhiét do6 nudi cdy  28°C

Mbi truong nhan giéng (%): Moi trucng 1én men (%):
Tinh b6t khoai tdy 1,0 Bot ngo 2,5
Bot dau tuong 1,0 Bot dau tuong 3,0
Saccharose 1,0 Saccharose 1,0
CaCoO, 0,4 CaCO, 0,4
CoCl,.6H,0 0,002 Alpha amylase 0,001
Nuéc may vd CoCl,.6H,0 0,002
pH 6,8—-17,0 DAau pha bot 0,6
Nhiét do nudi cdy  28°C Nudc may vd
Nhiét d6 nuédicdy  28°C pH 6,5 —6,7

Lén men tao gentamicin duge thuc hién theo phuong phap nu6i cdy chim.
Qua trinh nay dudc thuc hién theo cac buéc co ban:

Giong = Hoat hoa giéng = Nhan giéng cac cdp = Lén men.
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Giong thach nghiéng dude hoat hoa trong moéi trudng giii giéng 6 28°C
trong 4 -5 ngay roéi cdy vao mdi trudng nhan giong cap 1 va lic 200 — 250 v/ph
trong khoang 48 gio, tiép tuc nhan giéng cap 2 véi lugng gidng cdy truyén 2 -
4% (néu trong binh nén) va ti€p tuc nhan giéng, luong gidng cdy vao noi lén
men 12 10 - 15%. Qua trinh 1én men kéo dai khoang 96 — 120 gid, nhiét do
thich hop 26 — 28°C, pH moi truong 6,8 — 7,2. Cap khi véi luu lugng 1 VVM.
Hiéu suét chtng lén men thudng khong 6n dinh do san pham 1a mét hon hgp
nhiéu loai gentamicin, c6 thé dat téi 1500 meg/ml hoéc cao hon.

3.3.3. Chiét xudat va tinh ché

Dich 1én men dudc acid hoa bang acid sulfuric 4N dén pH 2,0 — 2,5 dé
giai phéng cac khang sinh bam vao khuén ty, b6 sung chat trg loc, khudy tron
roi loc bang loc trong hay loc ép khung ban 14y dich loc. Trung tinh hoa dich
loc bang dung dich NaOH 40%, loai ion Ca** bang acid oxalic dén pH = 3 — 3,5.
Khudy tron réi trung tinh hoa lai dén pH = 7,0 — 7,5. Loc loai ttia. Dich loc da
xti 1§ dudc chiét tadch khang sinh bang nhua trao d6i ion (thudng st dung
Amberlit IRC50 da dudc hoat hoa é dang R-COO"Na"). Sau khi cot bdo hoa rta
cot bang nudc da khi ion, phan hdp phu khang sinh bang dung dich acid
sulfuric 4N. Phan doan dam dac nhat dugc chinh vé pH = 4,5 bang
trietylamin, tdy mau bang than hoat. Loc loai than réi diing methanol ta 14y
san pham thé véi ty 1é dung dich khang sinh: methanol 1a 1:8,5. Loc rta tua
thé bang methanol va aceton, sdy chan khéng & 40°C va 30 — 70 mmHg. San
pham thu dugc 14 gentamicin thé ¢ dang muéi sulfat.

Qua trinh tinh ché& gentamicin thé dugdc tién hanh nhu sau: Hoa
gentamicin sulfat tho vao nuée cdt, chinh pH = 7,0 -7,5. TdAy mau bang than
hoat (khoang 5%). Dich loc dugec dem sic ky trao d6i ion véi nhua cationit
Amberlit CG50 dang hoat hoa NH,. Phan h4p phu bang dung dich NH,OH
0,3N. L4y phan doan dam d#c nhat. Cé chan khong. Tay mau bang than hoat.
Sau khi loc loai than thi tiia khang sinh bing methanol. Riia tia bang aceton.
Tinh thé s&y khé trong chan khong & 40°C va 30 — 70 mmHg. San phdm thu
dudc dem di kiém nghiém va déng géi.

TU LUONG GIA
1. K& tén cac ching vi sinh vat sinh khang sinh nhém aminoglycosid.

2. Tim moéi lién hé gifia cdu tric cua streptomycin v6i thanh phan
moi truong 1én men.

3. Neéu quy trinh chiét xuit streptomycin t& méi truong lén men.
4. Neéu tén chung vi sinh vat sinh gentamicin va trinh bay quy trinh

1én men sinh téng hop gentamicin?
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Chuong 11

SAN XUAT KHANG SINH NHOM MACROLID

MUC TIEU
Sau khi hoc xong chuong nay sinh vién phai trinh bay dugc:
1. Tén cdc chung vi sinh vdt c6 kha nang sinh khdng sinh nhém macrolid.

2. Quy trinh lén men va chiét xudt erythromycin.

1. TONG QUAN VE CAC MACROLID

Cac Macrolid 14 nhiing khang sinh c6 cdu tric heterosid ma phin genin
14 mot vong lacton cé chiia nhiéu nguyén ti (thuong tit 12 — 17 hoidc nhiéu
hon) va dude chia thanh 2 nhém chinh: nhém khang khuén va nhém khang
niam hay con goi 1a céac polyen.

Nhom macrolid khdng khudn bao gdbm cac macrolid ¢é cdu tric vong
lacton (chta ti 12 - 17 c4u ti — con goi 1a vong esther) c6 chiia 1 hay nhiéu
duong (deoxy sugar), (thuong la cladinose va desosamin).

0 O
O _~
Vong lacton 14- cAu tid | Vong lacton 15- cAu Vong lacton 16- ciu tu
(erythromycin, ti (azithromycin) (leucomycin, josamycin,
oleandomyecin, spiramycin, tylosin)
clarithromycin)

Phd bién nhat trong nhém nay 1a cac khang sinh chtia vong lacton 14 cdu
ti bao gom erythromycin, oleandomycin, troeandomycin va roxithromyecin.
Day la nhiing khang sinh macrolid thé hé 1.
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Erythromycin
Oleandomycin
Leucomycin
Josamycin
(0)
L Spiramycin
(0]

Hinh 11.1. So d6 cau tric khang sinh nhém macrolid

Vong L: Vong lacton; Vong A: dudng don, Vong B: Pudng chira g6c amin;
Céc lién két glycosid khéng chi ra § day

Cac khang sinh thudoc nhém macrolid thé hé II gom méot s6 khang sinh
ban téng hgp tit erythromycin nhu azithromycin (chiia vong lacton 15 céu ti -
duge cong b6 nam 1980 véi biét dude cua hang Pfizer 1991 1a Zithromax®); va
clarithromycin (chta vong lacton 14 c&u td). Nhém nay c6 pho khang khuan
rong hon erythromycin.

Dugc xép vao danh sach cac khang sinh nhém macrolid thé hé II con bao
gdm cac chit c6 cdu tric vong lacton 16 cdu ti nhu spiramycin, leucomyecin,
josamyecin, tylosin hay tylocicin. Trong d6 tylosin chu yéu dudgc st dung trong
thay.

Mot s6 khang sinh macrolid dudc xép riéng vao nhém cac khang sinh cau
trdc ketolid hay con goi 14 nhém macrolid thé hé 3. Pién hinh cho nhém nay la
telithromycin duge ban téng hdp tit erythromycin vao nam 1998.
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Bang 11.1. M6t s6 khang sinh nhdom macrolid

Tén Nam phat hién Ching sinh KS
Nhoém khang khuén
Erythromycin 1952 Str. erythreus
Oleandomycin 1954 Str. antibioticus
Azithromycin (Zithromax®) 1980 Ban téng hop
Clarithromycin (Clacid®) 1972 Ban téng hop
Roxithromycin (Rulid®) 1987 Ban téng hap
Spiramycin 1955 Str. ambefaciens
Leucomycin 1953 Str. kitasatoensis
Josamycin 1964 Streptomyces sp.
Tylosin 1961 Str. fradie
Terithromycin 1998 Ban téng hop
Nhom khang ndm
Nystatin 1955 Str. noursei
Amphotericin B 1957 Str. nodosus

Nhém macrolid khdng ndm (cGu tricc polyen): Cé tai liéu xép nystatin va
amphotericin B vao nhom khang sinh dai lacton (chéa 26 — 38 carbon) c¢6 tac
dung chéng ndm. Trong nhiéu nam, amphotericin B 12 khang sinh chéng ndm
toan than c6 hiéu qua cao tuy c6 doc tinh cao. Nystatin thuong duge st dung
dé diéu tri bénh do Candida albicans & da, niém mac (miéng, dudng tiéu hoa,
am dao) va khong c6 tac dung khi nhiém ndm toan than vi khong hap thu qua
duong tiéu hoa.

Amphotericin
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HC

Nystatin

Co ché tac dung ctia 2 thudc nay la gin vao sterol (cht yéu la ergosterol)
6 mang t& bao ndm lam bién d6i tinh th&m ctia mang.

2. SINH TONG HQP ERYTHROMYCIN

2.1. Pai cuong

Erythromycin dugc nhém cic nha nghién ciiu cia hiang Lilly tach chiét tu
chung Streptomyces erythreus (sau nay c6 tén la Saccharopolyspora erythraea)
vao nam 1949 va dua vao st dung trén lam sang ti nam 1952. Pay la khang
sinh dugc st dung phd bién nhét trong nhém macrolid. Erythromycin ¢é phd
khang khuén réng, cht yéu l1a kim khuén déi véi cac vi khudn Gram (+), Gram
() va cac vi khudn khac nhu Mycoplasma, Spirochetes, Chlamydia va
Rickettsia. Tuy nhién & néng do cao erythromyecin ciing c6 tac dung diét khuin
doi v6i cac chung rat nhay cam. Co ché tac dung cta erythromycin 1a gén véi
tiéu don vi 508 cta ribosom vi khuén nhay cam va tc ché téng hop protein.
Thuan 16i ciia erythromycin 14 c¢6 thé diung cho phu nii ¢6 thai va tré nho; dung
trong céc trudng hop bi di ting véi khang sinh B-lactam va c6 thé dung thay thé
penicillin trong du phong dai han thap khép cap tinh.

Erythromycin dang base khong bén, dé bi pha huy bdi dich vi nén thudng
duge st dung & cac dang mudi dé tang sinh kha dung. Erythromycin stearat,
ethylsuccinat, estolat thudng dudc st dung cidc ché phdm dang udng;
Erythromycin gluceptat, lactobionat dudce diing ngoai ¢ dang mé tra mét 0,5%;
dung dich 2% diéu tri tring ca.

2.2. Cau truc va tinh chat hoa hoc
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Erythromycin R, R,

A OH OMe
B H OMe
C OH OH

Erythromycin base 14 hdn hgp ctia 3 erythromycin A, B va C trong d6 chu
yéu 1a erythromycin A. Erythromycin base 1a bot tinh thé tring hoic hei anh
vang, dé hut 4m, tan it trong nude (d6 tan giam khi nhiét do tang), tan trong
ethanol, methanol, tan trong acid loang.

N

Chung giong: Streptomyces erythreus (sau nay c6 tén la
Saccharopolyspora erythrae.

2.3. Lén men sinh tong hop

Saccharopolyspora erythrae 1a chung vi sinh vat hiéu khi, nhiét dé nudi
cdy thich hop trong khoang 30 — 33°C. Quy trinh 1én men ciing c6 nhiing dic
diém tuong tu nhu 1én men tao cac khang sinh nhém tetracyclin. Thanh phan
moi truong 1én men nhu sau (w/v):

Glucose 5,0% CaCO, 0,6
Bot dau 3,0 pH 7,0
(NH,),SO, 0,3 t° nuoi cay 33°C
NaCl 0,5

Erythromycin ¢6 thé duge chiét khéi dich 1én men bing dung méi hiu co.
Quy trinh chiét xuat tién hanh nhu sau:

| DICHLEN MEN |

Lam lanh
pH25-3

| LOC |——| SINH KHOI

\

CHIET

Butyl acetat
Dd NaCl hay Na ,SO4

| co

KET TINH

400C

| ERYTHROMYCIN |

Hinh 11.2. Quy trinh chiét xuat va tinh ché erythromycin tir dich 1&én men
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Dich 1én men dudc loc bing loc ép khung ban hay loc tréng. Dich loc
dudc bé sung dung méi hiiu co nhu butyl acetat. Khudy tron dé tao thanh mét
hén hgp dong nhat. Thém dung dich muéi vé cd nhu NaCl hay Na,SO, va
khudy trén ky. Hon hop sé phan 16p va khang sinh chuyén sang pha hiu co.
Khang sinh dugc tach khoéi dung méi hiiu co bang cach c6 chan khong va két
tinh ¢ 40°C.

TU LUGNG GIA
1. Ké tén cac ching vi sinh vat sinh khang sinh nhém macrolid.

2. Trinh bay quy trinh 1én men va chiét xuit erythromycin.
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Chuong 12

SAN XUAT KHANG SINH CHONG UNG THU

MUC TIEU
Sau khi hoc xong chuong nay, sinh vién phai trinh bay dugc:

1. Néu duoc tén va ngudn goéc cdc dude pham duoc dung trong didu tri
ung thu. Phan loai duoc cdc khdng sinh dung diéu tri bénh ung thu.

2. Trinh bay duoc quy trinh lén men va chiét xudt daunorubicin.

1. DAI CUONG:

C6 thé dinh nghia ung thu 1a tén goi chung cho mét nhém bénh khoang
trén hai tram loai khac nhau ma nguyén nhan cha yéu cua ching 1a do su
phan chia khong kiém soat dude cta té& bao, rat nhanh va khéong theo quy luat
trat tu. Cac t& bao nay c6 kha ning xdm 18n va chén ép vao cac co quan va to
chiic xung quanh. Khi cac ung thu chén ép hodc di cidn vao cac cd quan gili
chtic nang séng cua co thé nhu néo, phéi, gan, than thi bénh nhéan sé ti vong.

Bénh ung thu khéng phai do mot nguyén nhan gay ra. Méi loai ung thu
c6 nhiing nguyén nhan riéng biét. Mot tdc nhan sinh ung thu c6 thé gay ra
mét s6 ung thu va ngude lai mét loai ung thu c6 thé do mot s6 tac nhan. Mot
trong nhiing tdc nhan chinh gy ung thu c6 thé ké dén 1a khéi thudc 14, cac
yé&u t6 gy ung thu trong thién nhién hoic tao ra do ché& bién thuc phdm, bénh
nhiém tring man tinh, mét s6 loai virus, vi khuén, ky sinh trung, rugu...

2. CAC PHUONG PHAP PIEU TRI BENH UNG THU

Ung thu ¢6 thé duge diéu tri bang phau thuat, hoa tri lidu, xa tri liéu hay
mién dich tri liéu. Viéc chon lua phuong phap tri liéu phu thuodc vao vi tri va
do6 cua khoi u, giai doan cua bénh cling nhu tinh trang ciia bénh nhan.

Piéu tri bang phdu thudt: Khi khéi u con nhé ¢6 kha ning diéu tri triét dé.
Piéu tri bang hod chdt (hod tri liéu):

Hoa ch4t va thudc st dung trong diéu tri ung thu véi cac muc dich khéc
nhau nhu diéu tri triét dé; hé trg cho phau thuat va xa tri hodc diéu tri tam
thoi (thuong it dung, chi st dung khi da di cin toan than vi loai hoa chat nay
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thuong rat doc). Cé6 thé duge phan chia thanh cac nhém chinh sau (vita theo co
ché tac dung, vita theo ngudn géc hoa chat):

a. Hod chdt chéng ung thu:

— Dacarbazin; busulphan; cic chat alkyl hoa: cyclophosphamid,
melphalan, iphosphamid, lomustin.

— Cac chdt chong chuyén hoéa: methotrexat, mercaptopurin, cytarabin;
fluorouracin (chéng ung thu kim ham su phat trién cta té& bao)

—  Céc alkaloid tir thuc vat va cac sdn phidm tu nhién khéac: vinblastin,
vincristin (dita can); etoposid, teniposid, paclitaxel, cac taxoid (tu
théng do).

b. Cac khang sinh:
Nhoém cac actinomycin: dactinomycin.

Cac antracyclin va cac chat lién quan: doxorubicin (adriamycin);
daunorubicin; idarubicin.

Cac khang sinh doc t& bao khac: bleomycin.

c. Hoa chat chéng ung thu khac:

Hop chat platin hiiu co: cisplatin, carboplatin.

Cac methylhydrazin: procarbazin.

Céac chat khac: asparaginase; estramustin, tretinoin...

Diéu tri néi tiét: Dung noi tiét t6 hoac khang noi tiét t& bao gom:

Hormon va cic chit lién quan nhu ethinylestradiol, megestrol,
medroxyprogesteron, buserelin...

Céac thudc do1 khang hormon va cac chat lién quan: tamoxifen, formestan.

Diéu tri mién dich: Muc dich kich thich mién dich, ting kha nang dé
khang cta co thé dé diét t& bao ung thu, bao gom:

—  Cac cytokin va cac chat diéu hoa mién dich.
— Cac yéu t6 kich thich tang trudng cum bach cau: filgrastim.

— Cac interferon: ty nhién (interferon alpha va beta) ... interferon
alpha 2a, 2b, n1, interferon beta 1a, 1b.

Cac interleukin: aldesleukin, interleukin.

Diéu tri bang tia xa: St dung tia phéng xa y dé diét t& bao ung thu. Cung
v6i phAu thuat day 1a phuong phap diéu tri ung thu phd bién va hiéu qua.

Viéc chon lua phuong phap diéu tri phu thudc vao vi tri, kich thuéc cia
khoi u, giai doan ctia bénh ciing nhu téng trang ctia bénh nhan. Trong cac
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phuong phap nay hoa tri va xa tri c6 thé gay tén thuong dén cidc mo lanh;

ph&u thuat khéng thé triét dé khi d& c6 di can.

3. CAC KHANG SINH CHONG UNG THU NGUON GOC SINH HOC

Cac khang sinh c6 ngudn goc sinh hoc duge st dung trong diéu tri bénh
ung thu c¢6 thé chia thanh phan nhém chinh theo c&u tric hoa hoc nhu sau:

Nhoém cac actinomycin
Nhoém cac bleomycin

Nhoém chita vong antracyclin

Bang 12.1. Cac khang sinh chéng ung thu ngudn géc sinh hoc

Khang sinh Nam phat hién Chung vi sinh vat
Actinomycin F,, C... 1952 Str. chrysomallus
Actinomycin D 1952 Str. antibioticus
Actinomycetin 1941 Str. albus
Bleomycin 1956 Str. verticillus
Daunorubicin 1963 Str. peuceuticus;

Str. coeruleorubidus
Doxorubicin (adriamycin) 1968 Str. peuceutius var. caesius
Carminomycin Actinomadura carmirtana

3.1. Nhom cac Actinomycin

Sar

Sar
L-Pro/ \ L-Pro/ \

L-MeVal L-MeVal

D-e-lle O D-e-lle O

AN N

L-Thr L-Thr

/
O 0]
/
N
AN
O O
CH3 CH3

Hinh 12.1. C4u trGc actinomycin D
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Actinomycin D hay dactinomycin 14 chit khang sinh dau tién c6 kha
ning kim ham su phét trién cta t&€ bao ung thu do C. Hackman tim th4y vao
nam 1952 dudc chiét xudt tit chung xa khudn Streptomyces antibioticus. Nhém
nay con c6 cac actinomycin C, C,, K, F... nhung chi ¢6 actinomycin D dugc
ding pho bién hon ca trong tri liéu.

3.2. Nhéom cac bleomycin

Bleomycin dugc Hamao Umezawa (1914 — 1983) tim ra vao nam 1956 tu
chung xa khuén Streptomyces verticillus. Trong méi trudng nudi cdy chung xa
khuén nay sinh téng hop ra mot hdn hgp nhiéu bleomycin khac nhau. Ngusi
ta da tim ra 9 bleomycin tu nhién va hon 100 dAn xu&t bleomycin ban téng
hgp nhung chi ¢6 hén hgp chtia bleomycin A, khong chtia ion kim loai chiém
55 — 70% va bleomycin B, (25 — 30%) 1a dang dudc st dung nhiéu dé diéu tri
cac bénh ung thu vay nén, tinh hoan va ung thu bach cau.

H o S
NH N| N\
Mek/‘\s

XH2S04

Az R = -NH[CH3]:SMe;
BxR = -NH[CH2]4NH—(|3|—NH2

NH

o)

OH CONH;

Hinh 12.2. C4u tric hoa hoc clia mét vai bleomycin

3.3. Nhom chtta vong antracyclin

Gom c6 daunorubicin (rubomycin), adriamycin (doxorubicin) va
carminomycin. Khang sinh dau tién ctia nhém nay la daunorubicin cé doc tinh
cao nhung lai c6 tac dung kim ham moét cach hiéu qua mot s6 dang ung thu
trén dong vat nén trong thoi ky ddu duge st dung dé diéu tri ung thu. Sau nay
ngudi ta tim ra adriamycin ti bién chuing cua S. peuceticus c6 hoat tinh cao
hon va phé diéu tri ung thu réng hon. Hién nay adriamycin 1a khang sinh tri
ung thu duge st dung phd bién hon ca.
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R4 R2

Daunorubicin —COCH; —CH;
0 Adriamycin —CO-CH,OH —CH;
NH,
Carminomycin  —COCH; —H

Hinh 12.3. C4u trdc hoa hoc clia mét vai khang sinh antracyclin

4. SINH TONG HOP DAUNORUBICIN
4.1. Pai cuong

Daunorubicin dude tim ra lan diu tién vao nidm 1963 trong moi trudng
nudi cdy chung xa khudn S. peuceticus hay chung S. coeruleorubidus.
Daunorubicin va adriamycin 1a 2 khang sinh c¢6 phd khang khuén vita phai
trén vi khudn Gram duong nhung hoat tinh rit yéu trén vi khuidn Gram am
va rdt déc. Tuy nhién ching c6 kha ning kim ham su phat trién cta té bao
ung thu theo co ché tac ddng truc ti€p lén c4u trdc phan tu xoin kép lam bién
ddi c4u tric sinh hoc ctia phan tit ADN, dan t6i kim ham quéa trinh sao chép
ADN va qua trinh phién ma sang mARN. Trong y hoc, ca 2 khang sinh nay
duge st dung dudi dang chi dinh doc lap hay phéi hop dé diéu tri nhiéu dang
ung thu khac nhau, trong d6 c6 hiéu qua nhat 14 bénh ung thu bach ciu cap
tinh, ung thu vd va ung thu phéi. Tuy nhién cac khang sinh nay ciing c¢6 nhiéu
phan tng phu nhu: doc tinh cao, kim hdm su phat trién caa tuy xuong, néu
tich tu nhiéu trong co thé thi sé gy ngd doc tim.

4.2. Cau trac hoa hoc va tinh chat

Daunorubicin 14 mét glycosid bao gom 3 thanh phan: tetracyclic aglycon,
daunomycinon va mét ducng amin 14 daunosamin.

Daunorubicin hydroclorid 1a bét tinh thé mau dé cam, d& hut 4m, tan
trong nudc va methanol, tan it trong ethanol, khong tan trong aceton.

o} OH o}

Tetracyclic aglycon
Daunomycinon

HCI

NHz Daunosamin

165



Daunorubicin hydroclorid c¢6 dang bét pha tiém, con daunorubicin citrat
c6 & dang vi hat lipid dung pha lodng truyén tinh mach. Do rat kich tng véi
cac mdé nén daunorubicin chi dudc dung 6 dang tiém tinh mach. Bio quan
tranh 4nh sang. Dang vi hat lipid phai bao quan & 2 - 8°C va tranh déng béng.

4.3. Piéu kién 1én men

Chung xa khuén sinh daunorubicin S. coeruleorubidus 14 vi sinh vat higu
khi, nhiét d6 nudi cay thich hop tu 26 - 27°C

Mboi truong nhan giong (% w/v)

Pepton 0,6
N4m men kho 0,3
Ca(NO,),.H,0 4,0
Nudéc may vd

pH 7,2

Moi trucng 1én men (% w/v)

Bot dau tuong 4,0
Dich ba rugu 0,5
Tinh bot 4,0
DAu dau nanh 0,5
NaCl 1,0
Nuéec may vd
pH 7,2

Cap khi v6i luu lugng 0,5 VVM; thoi gian 1én men: 60 - 80 gic

Daunorubicin va cac dan suat khac dugc hinh thanh trong qua trinh lén
men déu 1a nhiing chat doc manh va dude xem nhu tac nhan gay dot bién. Vi
vay qua trinh tach va tinh ché& yéu cau dd an toan nghiém ngit (thudng tién
hanh trong day chuyén kin)

4.4. Quy trinh chiét xuit

Daunorubicin 1a san phadm néi bao. Két thic 1én men dich dude acid hoa
bing acid oxalic du & 50°C d& thuy phan cac glycosid lién két véi
daunorubicin. Giii trong thoi gian 60 — 90 phut, sau d6 loc loai sinh khéi. Dich
loc duge chinh vé pH = 4,5 réi hap phu daunorubicin trén nhua Amberlite
IRC-50. Riia cot triét dé theo trinh tu dung moéi nuée, methanol 50% trong
nuée va bang hé dung méi methanol - nuée (9:1). Phan hap phu daunorubicin
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bang hé 1% NaCl trong methanol - nuéc (9:1). Dich phan hap phu dudc co dic
con 1/5 thé tich; chinh vé pH = 8,5 rdi chiét bang cloroform (ty 1é bang khoang
mot ntia so v6i dung moéi). Phan doan cloroform trén dugc c6 chan khong
xubng con khoang 1/100 rdi b sung vao 10V hexan dé két tinh thu duge
daunorubicin thé.

TU LUGNG GIA

1. K& tén va phén loai cac khang sinh chéng ung thu dude san xuét
bang con dudng sinh hoc.

A A 2 . . A . ~ o . N S
2. Néu tén chung vi sinh vat sinh tong hgp daunorubicin va diéu
kién lén men tao daunorubicin.
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Chuong 13

SAN XUAT MOT SO KHANG SINH CO NGUON GOC
TU VI KHUAN

MUC TIEU
Sau khi hoc xong chuong nay sinh vién phai trinh bay dugc:
1. Tén cdc khdng sinh dugc sdn xudt ti vi khuén trong céng nghiép.

2. Quy trinh lén men va chiét xudt Polymycin.

Trong danh sach cac khang sinh da mé ta c6 d&n 140 chat c6 ngudn goc
ti vi khudn, nhung chi c6 mot s6 rat it chat c6 tng dung trong y hoc nhu:
Polymyxin, gramicidin, bacitracin ..., Ngoai ra con c¢6é nisin chi dugc dung
trong chian nudi va céng nghiép thuc phdm. Cac chit khac khong dudc tng
dung vi ¢6 dbc tinh cao d6i véi co thé. Vé c&u tric hoa hoc, cac khang sinh do
vi khuéin tao ra la cac polypeptid. Nghién ctiu con dudng sinh téng hgp khang
sinh polypeptid s& 14 mé hinh dé téng hgp cic peptid néi chung cé hoat tinh
sinh hoc 12 mot van dé c6 y nghia 1y thuyét rat 16n. Sau day giéi thiéu mot vai
khang sinh quan trong do vi khuén tao ra.

1. SINH TONG HOP POLYMYXIN
1.1. Pai cuong

Polymyxin 1a tén goi cia mdt nhém khang sinh ¢6 ciu tric polypeptid
do vi khuén Bacillus polymyxa va Bacillus circulans tao ra. Nam 1947, ba
nhém cac nha khoa hoc gébm nhém Ainsworth, nhém Benedict vA nhém
Stansly d& phan lap dugc tit chung vi khuén Bacillus polymyxa mot hdn hgp
gom 5 polymyxin A, B, C, D va E. Cac nghién ciiu sau nay cho thay polymyxin
B, D va E lai chia ra B, - B,, D;,— D,va E, - E,. Danh sach cac polymyxin dugc
tim th4y tit cac chung vi khudn ngay cang nhiéu nhu polymyxin M, polymyxin
F,, F,, F.... Do doc tinh cao d61 v6i than nén chi 2 trong cac chit trén la
polymyxin B va polymyxin E dude dung duéi dang mudi sulfat dé diéu tri cac
bénh nhiém trung do vi khudn Gram (-).

Dén nam 1950, Koyama va cdng su da chiét dugc tit moi truong nudi cay
chung vi khuén Bacillus colistinus chit colistin (hay colimyxin) bao gém 3
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chédt colistin A, B va C ¢6 hoat tinh khang khudn manh g&p 4 lan polymyxin
ma ddc tinh lai thap hon. Cac phan tich vé ciu tric hoa hoc sau nay cho thay
colistin A chinh la polymyxin E,.

1.2. Cau triac hoa hoc va tinh chat

Céc polymyxin d& dudc nghién citu ky, riéng polymyxin B, da tong hop
dugc. V& cau tao ching 1a 1 polypeptit vong chi khac nhau vé thanh phan va s
lugng acid amin. Phan ti polymyxin M c6 chtia D-leucin, 3 goc treonin va 6 goc
acid o, y diaminobutyric (DAB). Ngoai ra con chtia 1 géc acid -6-metyloctanoic.

Y‘ITIHZ
DAB—>D-X—>Y

R—>DAB—>Thr—>Z—>DAB

Y-NH,

Thr<——DAB<——DAB

Y—I\lle Y—I\lle

Tén R X Y Y4
Polymyxin B, (+)-6-methyloctanoyl Phe Leu DAB
Polymyxin B, 6-methylheptanoyl Phe Leu DAB
Polymyxin D, (+)-6-methyloctanoyl Leu Thr D-Ser
Polymyxin D, 6-methylheptanoyl Leu Thr D-Ser

Y-I\lle

DAB—>D-Leu—>Leu

R—>D1|3xB—> Thr—=DAB—>DAB

Y-NH,
hr<——DAB<——DAB
Y-I\|IH2 Y-NH,
Tén R
Polymyxin E, hay Colistin A (+)-6-methyloctanoyl
Polymyxin E, 6-methylheptanoyl
Polymyxin M

Hinh 13.1. C4u truc hoa hoc clia mét sé polymyxin theo Merck Index 1996
DAB: L-a, y - diaminobutyric acid R: acid béo, X, Y, Z: cac acid amin
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Céc polymyxin c¢6 tac dung diét khuén, thuéc gin vao phospholipid lam
thay d6i tinh th&m va thay d8i cdu tric mang t& bao cia vi khudn. Hoat tinh
khang khuén cta polymyxin B chi gi6i han trén mot s6 chiung vi khudn Gram
(-) nhu E. coli, Aerobacter aerogenes, Salmonella, Proteus... va dac biét trén
truc khudn mu xanh Ps. aeruginosa. Trong y hoc polymyxin B duge dung tai
chd, don doc hay phoi hop véi mot sd hop chat khac nhu neomycin sulfat,
oxytetracyclin, hydrocortison... diéu tri nhiém khuén mét, tai m@i hong va
mot s6 nhiém khuédn khéac. Polymyxin E hay colistin dude dung trong y hoc
du6i dang mudi sulfat dé diéu tri tai chd nhiém khudn dudng tiét niéu hay
dudng tiéu hoa. Dang muéi colistin natri mesilat duge ding dang tiém dé diéu
tri nhiém khuédn huyét, viém mang néo, nhiém khuén than... va chi st dung
khi khéng dung dugc nhiing thuéc khac do doc tinh cao.

1.3. Diéu kién 1én men

Dé sinh téng hop polymyxin ngudi ta nudi cdy B. polymyxa trén moi
truong thach cé thanh phan (%):

Cao ngo 0,5
Cao n4m men 0,5
Glucose 2,0
Agar 2,0
pH 6.8+ 17,2

Khti trung 110°C/20 phut. Nuéi 6 28°C trong thdi gian 24 gio.
Mb6i truong nhan giéng gom (%):

Cao ngo6 1,0
Bot dau tuong 1,0
Glucose 2,0
Sulfat amoni 0,3
pH 6,8+ 7,2

Khi trung 115°C/20 phut. C4y giong vao va nudi 18- 20 gio/28°C.
Mb6i truong 1én men tao khang sinh c¢6 thanh phan (%):

Cao ngd 1,0
Bot dau tuong 2,0
Glucose 3,0

va mot s6 mudi: MgSO,. 7TH,0; KH,PO,; NaCl ...

Khti trung moéi trusng va cay gidng vao véi lugng 2 +2,5%. Tién hanh 1én
men & diéu kién: nhiét d6 28 - 30°C. Thong khi véi luu lugng 1VVM. Thdi gian
1én men 30 - 36 gic.
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1.4. Chiét xuit polymyxin tif méi trudng 1én men

Trong cong nghiép dé chiét polymyxin da st dung phuong phap trao doi
ion. Ban chat ho4 hoc ctia khang sinh 1a polypeptid. C4c acid amin trong phan
ti polymyxin c6 chiia cAc nhém amin tu do, c6 kha niang trao d6i v6i nhém
carboxyl cta phin ti nhua loai carboxycationit. Nhu KB-2, KB-HP-2,
Amberlit, IRC-50 ... Qué trinh chiét c6 thé tién hanh nhu sau:

Dich 1én men xong dugc acid hoa dén pH 3,5 + 4,0 dé giai phéng khang
sinh (c6 thé st dung acid oxalic dé loai ion calci). Loc loai sinh khéi. Dich loc
trung hoa bang NaOH. C6 thé chiét polymyxin tit dich loc nay bing dung méi
hitu co n-butanol. Sau d6 két tiia bang aceton.

Dich loc da trung hoa dudc loc qua béng thuy tinh dén trong sudt roi bom
qua céc cot trao d6i ion dang Na*(R-COO'Na*). Cot da bao hoa khang sinh ria
bang nuée cat hay nuée da khit khoang.

Phan hap phu khang sinh bang acid hydrocloric hay sulfuric 10%. Dich
phan hip phu tdy mau bang than hoat, loc loai than. Dich loc dem loai cac
cation kim loai bang sulfocationit vi du: KU-2-20 hay SBS - 1. Trung hoa dich
bang cach cho chay qua cot anionit dang OH™.

Dich khang sinh da trung hoa dugce béc hoi trong chan khong 6 nhiét do
< 35°C, ap suét 10 — 15 mmHg. Sau d6 phun sdy dé thu 14y khang sinh.

2. SINH TONG: HOP BACITRACIN

2.1. Pai cuong

Bacitracin 14 khang sinh polypeptid do céc chung vi khuin B.
licheniformis tao ra (Johnson, Anker et al 1945). Sau d6 Newton (1949) va
Abraham (1950) da chiét dugdc tit moi truong nudi cdy B. subtilis mot hon hop
khang sinh goi 1a eifaivin. Eifaivin c6 ban ch4t polypetid giéng vdi bacitracin.
Thuc t& trong céng nghiép dé san xuit bacitracin da st dung B. licheniformis.

2.2. CAu truc hoa hoc

Bang phuong phap sic ky ngudi ta dd xac dinh bacitracin 1a 1 hén hgp
gdbm 10 khang sinh khac nhau. D6 14 bacitracin A, A, B, C, D, E, F,, F,, F,, va
G trong d6 bacitracin A chiém khoang 37%. Doc tinh cta cac khang sinh trén
cing khac nhau. Bacitracin C doc hon bacitracin A va B, bacitracin F it doc
nhAt.

Newton va Abraham (1953) da xac dinh dugc ciu tric phén ti bacitracin
A gébm 10 gbc acid amin ké&t hgp v6i mot vong thiazol. Trong dé c6 3 goc L-
isoleucin, cac acid amin khac la: L-leucin; L-cystein, L-histidin, L-lysin, L-
asparaginic, D- phenylalanin, D-ornitin, D-asparaginic va D-glutamic.
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Hinh 13.2. C4u tric hda hoc clia phan ti bacitracin A

Ché pham bacitracin chia chti yéu bacitracin A 1a bot tring xam, vi ddng
git, tan trong nudc va ethanol. Khéng tan trong ether, chloroform, aceton.
Bén trong dung dich acid, khong bén trong dung dich kiém. Hoat tinh khang
sinh thap dan tu bacitracin A dén bacitracin F.

Bang 13.1. Hoat tinh khang sinh cla cac bacitracin

Bacitracin Hoat lyc tuong tuong déi cua bacitracin trén
Corynebacterium xerosis

A 1

B 0,075
C 0,500
D 0,014
E 0,008
F, 0,055
F, 0,028
F, 0,014
G 0,140

Bacitracin c6 tac dung kim khuén hay diét khuidn nhd kha ning tc ché
téng hop voé té€ bao cta vi khuén. N6 c¢6 hoat tinh cao d6i véi cac vi khuédn
Gram (+) hoat phé gidng véi penicillin, it tac dung trén vi khudn Gram (-).
Truée day bacitracin duge ding dé tiém nhung do ddc tinh cao trén than nén
hién nay chi diung tai chd dé diéu tri cac vét thuong ngoai da, mét sé bénh vé
mét. Thuong dude st dung duéi dang phtic hgp bacitracin kém hay duéi dang
hén hgp véi neomycin hoic polymyxin B.

Trong nong nghiép, phiic hgp bacitracin kém duge dung dé lam ch4t kich
thich ting trudng.
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2.3. Piéu kién 1én men

2.3.1. Chung giéng

B. licheniformis 1a nhiing truc khuin cé
bao tu, song hi€u khi, nhiét do6 nudi cay thich
hop 1a 37°C. Trong céng nghiép dé san xuit
bacitracin da st dung cac chung c6 s6 hiéu
ATCC 9945, 10716, 11945, 11946 va 14580.

2.3.2. Méi truong dinh duong

Ty 1é gitia hydrat carbon va nité rat quan
trong trong thanh phin moéi trudng nudi cay
B. licheniformis dé sinh t6ng bop bacitracin. Néu
ti 1& nay thich hgp sé tao ra bacitracin va néu ti
1é trén khong thich hdp sé tao ra licheniformin cé
hoat tinh khang khuén rat thap.

Hinh 13.2. Truc khudn
B. licheniformis sinh bacitracin

Mboi truong thach nghiéng giti giong (w/v):

Trypton 5,0
D-glucose 1,0
Dich chiét nAm men 2,5
Agar 15,0
Mbi truong nhan giong (w/v):
Pepton 10,0
Glucose 5,0
Cao thit 5,0
NaCl 2,5
MnCl2 0,167
pH 7,0
Mobi truong 1én men (w/v):
Citric acid 1,0
Glucose 0,5
KH2PO4 0,5
K2HPO4 0,5
MgS04. TH20 0,2
MnSO4. 4H20 0,01
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FeSO4. TH,0 0,01

D4u pha bot theo nhu cau
pH 7,0

Tién hanh 1én men & 37°C. B. licheniformis 1a ching hiéu khi nén can
cdp khi manh véi luu luogng 1VVM (nh4t 1a trong 6 gio dau). May khuay toc do
110 vong/phit. Pha bot biang diu co hodc dau lac. Thoi gian 1én men khoang
45-50 gio.

Bacitracin c6 thé dugc chiét xudt bing dung méi hiiu co (n-butanol hay
ethanol) theo quy trinh sau: Dich 1én men dudc ly tAm dé loai nudc, acid hoa
sinh khéi @€ chiét khang sinh ra khéi t& bao vi khuén. Loc loai t& bao. Dich loc
dem chiét khang sinh bang ethanol hoic n-butanol. C6 két tinh 14y tinh thé
bacitracin.

Dang mudi kém cua bacitracin bén viing hon nén ngudi ta c6 thé tao
mubi ngay tif khi chiét khang sinh khéi méi truong 1én men. Phuong phap nay
hay ap dung dé 14y san phdm dung trong chin nudi. K&t thic 1én men thém
dung dich ZnS0O, 0,01% dé tao phiic kém — bacitracin bén viing. Dich thu dugc
dudc co6 chan khéng 6 nhiét d6 < 40°C dén ham lugng chat dic 1a 40%, sau dé
phun say sé thu dudc bot bacitracin tho dung trong chan nuéi. Bao quan 6 chd
khé mat, nhiét do < 25°C.

| DICH LEN MEN |
o 0
S
LY TAM TAO PHUC
| | | |
' ZHSO4
[ sINHKHOI | | co |
<400C
ham lugng chat dac con 40%
| ACDHOA | | SAYPHUN |
pH=25-3,0
L SAN PHAM THO
| cHer | CHO CHAN NUOI
ethanol
Y
[ co |
Y
| KETTINH |
| BACITRACIN |

Hinh 13.3. Quy trinh chiét xuat bacitracin trong y hoc (a) va trong chan nudi (b)
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TU LUGNG GIA
1. Tim méi lién hé chung vé ciu truc gitia polymycin va bacitracin.

2. Néu tén chung vi sinh vat sinh téng hop polymycin va diéu kién
lén men tao khang sinh.

3. Trinh bay quy trinh 1én men va chiét xu4t bacitracin.
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