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NGHIEN CUU CAC DIEU KIEN ANH HUGNG DEN QUA TRINH LEN MEN
CUA CHUNG XA KHUAN STREPTOMYCES HYGROSCOPICUS DA15

TREN THIET B| LEN MEN 500 LiT

B CN. Ngo Hoang Linh®, ThS. L& Minh Thanh®
KS. Nguyén Pirc Nam®, TS. Nguyén Van Hieu®

Cac ho dan tham gia mé hinh str dung ché phdm VAL- A phong trir bénh khé vén hai ngé & P6 Luwong

I. DAT VAN DE

Validamycin A (Val-A) duoc san xuét boi Strep-
tomyces hygroscopicus, 1a mot loai khang sinh
chéng ndm quan trong. Do ¢6 hiéu qua diét ndm
cao, an toan d6i voi sirc khoe con ngudi va dong
vat, Val-A da 1a mot trong nhiing thudc bao vé
thyc vat quan trong va dugc st dung rong rai dé
diéu tri sau bénh hai lua & nhiéu nuéc trong khu
vuc Dong A va & Viét Nam. Dé tao ra dugc ham
luong khang sinh Val-A cao trong san pham thi
viéc nhan sinh khéi vi sinh vat 1a mot khau quan

trong trong cong nghé san xuat, nd co y
nghia quyét dinh téi chat lugng ciing nhu
gia thanh cta san pham.

Lén men con dugc goi la qué trinh nhan
sinh khéi, d6 1a giai doan nudi cay vi sinh
vat dé chling tao san phﬁm hodc sinh khéi
vi sinh vat, hodc 13 san pham trao d6i chat.
Trong quy trinh Ién men, tuy trng chung
gidng vi sinh vat khac nhau ma can nhan
theo co chit, diéu kién va méi truong nhan
khac nhau. Phuong phap dang dugc tng
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dung nhiéu trong san xuét hién nay I 1én men
chim, trong d6 vi sinh vat dugc nudi cdy trong
moi trudng dich thé, chung s& phat trién theo
chiéu dtmg cta c6t moi truong. Lén men chim
1a phuong phap duoc phd bién rong nhat trong
quy trinh 1én men cong nghiép, vi c6 thé kiém
soat dugc cac khau trong qua trinh mét cach
dé dang. Trong nghién ctru trudc day, 1én men
v6i quy mo nho, thiét bi 1én men chi tir 5-50
lit, nén viéc thu hoi Val-A twong d6i thuan loi,
phu hop véi cac thong s duoc nghién ciru
trong phong thi nghiém. Nhung san xuat quy
mo 16n, trong thiét bi 1én men 500 lit thi viéc
hiéu chinh lai cac théng sb trong qua trinh 1én
men dé thu hdi Val-A 1a can thiét. Dic biét,
céc chung S. hygroscopicus c6 hoat tinh tong
hop khang sinh rat yéu, khong mang tinh 6n
dinh va bén virng cao dé han ché hinh thanh
cac san pham phuy, rat ngin thoi gian 1én men
va giam chi phi san xudt.

Xuét phat tur thuc té trén, ching t6i da tién
hanh thuc hién: “Nghién ciru cic diéu kién
anh huwong dén qud trinh 1én men cia ching
xa khudn streptomyces hygroscopicus DA15
trén thiét bi lén men 500 lit> nham dat higu
qua toi vu trong qua trinh thu hdi Val-A trén
thiét bi 1én men 500lit.

II. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

1. Vat li€u nghién ciru

Chung xa khuan S. hygroscopicus DA15
nhan duoc tor Bo giéng Vi sinh vat cua Bo
mon Sinh hoc Méi truong, Vién Moi trudong
Nong nghi¢p, Vién Khoa hoc Nong nghiép
Viét Nam.

Hoa chit sir dung: Cao ndm men (Himedia,
An Do), cao malt (BHD, Anh), cao thit, tryp-
ton (Merck, Puc), Pepton, tinh bt tan (Trung
Quéc), Sacarose, glucose (Viét Nam), bot ngd
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(Viét Nam), bot dau tuong (Viét Nam), nhong
xay (Viét Nam), bot gao (Viét Nam).

2. Phuong phap nghién ciru

2.1. Nhin giong xa khudn

Chon cic khuan lac don trong cic 6ng
gidng thach nghiéng hoat hoa bang cach ciy
truyén sang Ong nghiém chira moi truong
thach nghiéng va dia Petri ISP2, nu6i 4-5 ngay
& 37°C. Tiép theo cit cuc thach (1,0x1,0cm)
chtra khuan lac don vao binh tam gidc 250ml
chtra 50ml méi trudng ISP2, nudi trén may lac
toc d6 220 vong/phit & 37°C trong 48 gi. Mat
d6 giéng cua xa khuéan dat trung binh 13 5x108
CFU/ml.

2.2. Xac dinh hoat tinh Val-A

2.2.1. Phwong phdp khuéch tin trén dia
thach

Theo phuong phdp mang ngugc cua Iwasa
moi truong Al duge dé ngudi t6i 45°C va thém
2,5% (v/v) dich huyén phu sgi ndm mbc R.
solani (duoc nhan gidng trong moi trudng
Hansen trong 48 gio, mat d¢ 10° CFU/ml). Sau
khi pha tron Sml méi truong dugc d6 vao dia
Petri c6 duong kinh 9cm. U dia nay & 27°C
trong 48 gio, tiép d6 phu 15ml moi truong
thach A2 1én trén bé mit dia. Sau khi dong dac
tién hanh duc cac 18 thach cé duong kinh
6,0mm, nho vao cac 16 dung dich chat khang
sinh chuan va dich khang sinh tho. Pit dia
Petri trén ¢ 4-5°C trong 4 gio cho khang sinh
khuéch tan vao méi truong. Tiép do, u dia
Petri & 28°C trong 24 gid va do vong tc ché
hinh thanh trén dia Petri. Hoat tinh khang sinh
dugc xac dinh dya vao kich thuéc vong vo
khuan (D - d, mm), D 1a kich thuéc vong vo
khuan va d 1a dudng kinh thoi thach.

2.2.2. Phuwong phdp phan tich sdc ky long
cao ap (HPLC)

Dich 1én men dugc ly tam 12.000
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vong/phut trong 5 phut. Dich ndi dugc chiét
v6i chloroform. Dich chiét dugc chuyén
tryc tiép 1én cot Nucleosil C18 (250 x
4,6mm, Sigma-Aldrich). Pha dong (5mM
dém sodium phosphate: acetone, 97:3) duoc
b6 sung vao cot v6i toe d6 1 ml/phit & nhiét
d6 phong. Dich ra dugc do ¢ budc song 210
nm trén may Waters 996 photodiode, s6 liéu
duogc phan tich bang Waters Millennium
Chromatography Manager dugc thyc hién
tai Trung tam KV thuat I, Téng Cuc Tiéu
chuan Po luong Chat luong, B6 Khoa hoc
va Cong nghé.

2.3. Lwa chon moi trwong lén men
thich hop cho sinh tong hop Val-A

Chung xa khuan dugc nudi trén cac mdi
truong FM1, FM2, FM3, FM4, FM5, FM6
la cadc moi trudong dac trung cho 1€n men xa
khuan. Sau 72 gio nudi & nhiét d6 28-30°C,
xac dinh hoat tinh khang sinh va sinh khoi.
Trén moi trudng nao xa khudn sinh truong
t6t, tich liiy nhiéu sinh khdi va chéat khang
sinh cao nhit s& dugc lya chon lam moi
truong 1én men thich hop.

2.4. Xdc dinh thoi diém thu hoi Val-A ciia
xa khudn trong thiét bi Ién men 500 lit

Tién hanh 1én men ching xa khuén trong
ndi 1én men dung tich 500 lit chira 350 lit
moi treong nudi ciy, vaoi tée dd khuay 200-
220 vong/phut, v6i thanh phan méi trudng
1én men da lya chon & trén xac dinh.

Céc yéu té anh huong dén qua trinh thu
hdi Val-A can xac dinh nhiét do, pH, d6
thong khi va thoi gian.

Cac yéu to thay d6i nhu sau: nhiét do 25,
30, 37,42°C; pH ban dau 5, 6, 7, 8, 9 va 10;
Xac dinh anh hudng cua thoi gian 1én men
sinh tong hgp Val-A. Trén co s& cac diéu
ki¢n lén men thich hgp va méi truong da
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xdc dinh dugc, nghién ctu dong thai qué trinh
1én men trong ndi 1én men 500 lit. Trong 120 gid
1én men, cr 12 gio iy mau 1 1an dé kiém tra,
theo ddi su bién dong cua sinh khdi, va hoat tinh
khéng sinh co trong dich khang sinh tho.

2.5. Nghién ciru ddic tinh va dp bén ciia Val-A

Dich khang sinh thdé sau khi ly tdm dugc
chinh pH vé 3; 7 va 10, dun & cac nhiét do 40°C,
60°C, 80°C, 100°C trong thoi gian 20-80 phut.
Sau d6 dung dich dugc 1am ngudi vé nhiét do
phong dé xé4c dinh hoat tinh khang nam.

III. KET QUA NGHIEN CUU VA BAN
LUAN

1. Lwa chon moi treong 1én men

Viéc lya chon moi trudong 1én men c6 y nghia
rit quan trong trong cong nghé san xuat va tinh
ché khang sinh. Mbi truong thich hop 1a méi
truong gitp ching vua ¢6 kha nang sinh trudng
t6t, vira sinh ra cdc san pham mong muén véi hidu
sut toi uu va c6 gia thanh ré.

Chung S. hygroscopicus DA1S5 sinh truédng va
sinh téng hop Val-A kém trén cic moi truong
FM1, FM2, FM5 va FM6. Sinh trudng t6t trén hai
moi truong FM3, FM4 va dat cao nhat trén FM4
(lwong sinh kho dat 6000 mg/ml). Tuy nhién hoat
tinh khang sinh thu duoc cao nhit trén méi truong
FM3 (moi truong c6 chira bot ngd va bot dau
tuong) dat 6500mg Val-A/ml. Do vy, méi truong
FM3 duoc lya chon 1am méi truong 1én men chinh
cho sinh tong hop Val-A cua chang S. hygroscop-
icus DA1S.

2. Anh hwéng cia thoi gian dén kha ning
thu hdi Val-A

Kéo dai thoi gian 1én men khong dong nghia
véi tang hoat tinh khang sinh (HTKS), ma nguoc
lai, ¢6 thé dan dén hinh thanh cac chét doc, gay trc
ché qué trinh sinh tong hop khang sinh. Lya chon
thoi gian 1én men thich hop khong nhiing c6 thé
rGt ngan thoi gian 1én men, giam chi phi san xudt
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ma con gitp thu hoi Val-A hiéu qua nhat.

Ching S. hygroscopicus DA15 sinh tong
hop Val-A cao nhét sau khi sinh truong dat cuc
dai 120 gio, dat 6500 mg/ml. Sau thoi gian nay,
néu kéo dai thoi gian 1én men, hoat tinh Val-A
giam dan (Hinh 1). O thoi diém 144 gio, hoat
tinh khang sinh gidm 34,5%. Nhu vay, thoi
diém thich hop nhét dé thu hdi khang sinh 1a
sau 96 gio 1én men. DAy ciing 14 thoi diém duoc
nhiéu tac gia lya chon khi 1én men sinh tong
hop Val-A.
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Hinh 1. Anh hwéng cta thoi gian nudi cay dén thu héi Val-A

3. Anh hwéng ciia nhiét do 1én men dén
kha ning sinh tong hop Val-A

Pé xac dinh nhiét do tdi thich cho 1én men
sinh tong hop Val-A, tién hanh kiém tra nhiét
d6 trong dai tir 25°C-42°C v&i cac diéu kién
cong nghé khac duogc gitr nguyén. Két qua
nghién ctru cho théy nhiét do thich hgp cho
chang S.hygroscopicus DA15 phit trién khong
ddng thoi 1a nhiét d6 tdi thich cho 1én men sinh
tong hop val-A. Nhiét do phat trién thich hop
nhat cta xa khuin S. hygroscopicus DA15 1a
30°C. Tuy nhién, nhiét d6 téi thich cho qua
trinh sinh tong hop Val-A 1a ¢ 37°C (Hinh 2).
O céc nhiét d6 25°C va 42°C, lugng Val-A sinh
tong hop thap hon. Pic biét, & nhiét do 25°C
hoat tinh Val-A chi dat 71,3% so vdi1 nhiét do
t6i uu.
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Hinh 2. Anh hwéng cla nhiét do dén sinh tdng hop Val-A

4. Anh hwéng cia pH ban diu dén sinh
tong hop Val-A

Do pH ban dau ctia méi truong 1a yéu t quan
trong anh hudng dén kha ning sinh truong va
sinh khang sinh trong qua trinh 1én men chim.
Ham luong ion H* hay OH- ¢6 thé tac dong truc
tiép vao té bao hay tac dong gian tiép bang cach
thay d6i mirc d6 phan ly cua cac chit trong moi
truong. pH thich hop cho qua trinh phat trién
khong phai lic nao ciing dong thoi 1a pH t6i
thich cho sinh tong hop khang sinh Val-A cua
chung nghién ctru. Chung S. hygroscopicus DA
15 sinh truong t6t nhét tai pH 7,0 nhung lai sinh
téng hop khang sinh cao nhit ¢ pH 6,0 (Hinh 3).
Theo mot s6 tac gia, thong thuong cac chung xa
khudn déu sinh tong hop Val-A t6i wu trén moi
trueong c6 pH tir trung tinh dén hoi kiém.
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Hinh 3. Anh hwéng pH méi triedng dén kha nang sinh
téng hop Val-A
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5. P bén nhiét va bén pH caa dich Val-
A tho

Khang sinh rat nhay cam véi sy thay doi ciia
nhiét d6 va pH. Trong diéu kién nhiét 46 va pH
khong pht hop, hoat tinh khang khuan cua
khang sinh bi suy giam manh. Kha ning bén
nhiét va bén pH s& anh huéng dén qua trinh
tach chiét va bao quan vé sau [2]. Dich sau 1én
men c6 pH 7,8, dugc diéu chinh vé cac pH 3,
7, 10 va xac dinh hoat tinh Val-A ban dau
(DVVK, mm). Dich sau lén men c6 DVVK =
20,4mm, ¢ pH 3, 7 va 10 c6 DVVK tuong ting
la 15,3mm, 18,4mm va 16,3mm. Val-A trong
dich 1én men khong bén nhiét va chiu anh
huong rat 16n boi gia tri pH. O tat ca cac pH,
HTKS déu giam dan khi nhiét d6 tang. O pH
7,0, HTKS trong dich lén men bén nhat va kha
nang chiu nhiét cao nhat. Tuy nhién, khi gitt &
80°C trong 40 phut, dich Val-A thd van giir
duoc 62,5% hoat tinh so véi dich Val-A tho ban
dau. Val-A trong dich 1én men khong bén trong
mdi truong axit, hoat tinh bi mét hoan toan sau
40 phut ¢ 80°C. Nhu vay, trong qua trinh tach
chiét hay c6 dic dich Val-A thé sau ndy nén sir
dung pH 7,0 va nhiét d6 tdi da cta qua trinh 1a
80°C (Hinh 4).
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Hinh 4. Anh hwéng ctia pH va nhiét do dén hoat tinh
cua dich Val-A tho
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IV. KET LUAN

Qua nghién cutru, chiing t61 da xac dinh dugc
cac diéu kién anh hudng dén qua trinh 1én men
khuan
hygroscopicus trén thiét bi 1én men 500 lit va
hiéu chinh thdi diém thu hdi Val-A trén thiét bi
1én men 500 lit, cu thé nhu sau: Nhiét d6 1én

cua ching xa Streptomyces

men: 30+£2°C; Thoi gian 1én men: sau 96 gio;
Téc do khudy: 200v/phut./.
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