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TOM TAT

Xac dinh phdan bé c& hat (PSD — Particle
Size Distribution) la mot trong nhitng nhiém vu
quan trong nhdt dé quan sdt va diéu khién cdc
qud trinh cong nghé hoa hoc va sinh hoc. Trong
diéu kién cdc hat lién tuc chuyén dong dudi tac
dung cua luu chat, viéc xac dinh nay la mét thach
thitc vé mdt ky thudt. Bai bdo nay tong hop mot

$6 két qua nghién ciru vé viéc sit dung phwong
phap phan xa Laser trong viéc xac dinh phan tich
cap hat trong thoi gian thie (in-situ and real
time conditions). Hai qua trinh dwoc chon loc dé
gidi thiéu bao gom: két tinh amino acid L-
arginine va qua trinh sinh hoc.

Tir khoa: xdc dinh phdn bé ¢é hat, phadn xg Laser, quan sat triuc tuyén qud trinh sinh hoc va hoa hoc

MO DAU

Mat do hat va phan bd ¢& hat 1a hai dic tinh
quan trong nhit ddi voi hau hét cac quéa trinh
cong nghé lién quan dén hé di thé [1]. Bién doi
mat do hat theo thoi gian, hay néi cach khac la
nong do, cho biét mic do chuyén héa cua qué
trinh. Trong khi d6, phan bd ¢& hat quyét dinh
hang loat tinh chat quan trong cia san pham cubi
nhu tbc do hoa tan cua cac thanh phan duoc
pham, tinh chat hda ly cua hat rin (hoat tinh hoa
hoc, kha nang luu déng, von cuc, v.v), kha nang
xuc tac (phu thuoc vao bé mat riéng cua hat xdc
tac), hay su bén vitng cua hé nhii trong duoc sir
dung rong réi trong my phim va cac san phim
cham séc ca nhan, v.v. Hién nay, viéc phéat trién
céc cong nghé moi nham phan tich phan b c&
hat v&i do chinh x4c cao va giam thiéu tac dong
dbi vai hé hat goc (han ché Iy mau) dang 1a nhu
cau cap thiét d6i vai nhiéu nganh cong nghiép. Vi
thé, nam 2004, t6 chuc FDA (Food and Drug
Administration, USA) da hé théng hoa va dua ra
céc tiéu chuan do luong nham nang cao kha ning

t6i wu hoa cic quéa trinh cong nghé, tir d6 hinh
thanh nén khai niém k§y thuat phan tich qua trinh
(Process Analytical Technology, PAT) [2]. PAT
dau tién dwoc 4p dung cho céc qua trinh san xuit
duoc phim nhung sau d6 da nhanh chong duoc
ap dung rong rai trong cac linh vyc khac nhu
thuc pham, sinh hoc, v.v.

Hi¢u nidng cua phuong phap phan tich dugc
danh gia dua trén kha nang theo doi lién tuc tur
dau dén cudi cac qua trinh cong nghé. Mot sb yéu
cau quan trong cua cac phwong phap phan tich
hién dai c6 thé ké dén bao gom:

Kha ning do dac truc tuyén (infon-line) trong
qui trinh cong nghé, khong Iy mau va khdng pha
lodng (in-situ conditions): Han ché lay mau dé do
dac 1a yéu cau hang dau ddi voi cac phuong phap
nghién ciru hién dai. Viéc tranh lay mau theo thoi
gian s& giai quyét nhiéu van dé nhu giam thiéu
lwong mat san pham (dac biét ddi vai qui mé nho
trong phong thi nghiém), han ché kha nang nhiém
tap chat xam nhap do lay mau (dic biét ddi voi
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céc qua trinh sinh hoc, nhigm khuan cé thé thay
ddi toan bo qué trinh cong nghé, tao ra san pham
khéng mong mudn hay doc td).

Thich hop phan tich cho dai nong do rong:
Nong do cua cac qué trinh két tinh thong thudng
c6 thé bién doi trong khoang kha rong thi du tir
1-40 % tir lac sinh mam cho dén phét trién tinh
thé va sau d6 hé dat can bang. Hoic ddi voi quéa
trinh Ién men, OD (optical density) c6 thé dat dén
50100 OD hay tham chi rat cao & cudi qué trinh.
Vay nén ky thuat do phai du kha nang phan giai
trong khoang bién doi ndng do rong.

Phép do trong thoi gian thuc (real time
analysis): Thong thudng cic phuong phap truyén
thdng nhu phuong phap ling hay ray c6 thé kéo
dai hang gio (tham chi don vi tinh c6 thé 1a ngay)
cho mbi phép do don 1¢. Nhuge diém nay khién
chung khong du hiéu qua dé theo doi cac qué
trinh dong va dién ra trong thoi gian ngén. Nham
nang cao kha niang tu dong hoa va diéu khién, cac
phép do doi hoi phai c6 d6 hoi tiép nhanh, xuat
két qua trong thoi gian thuc. Thi du, dé quan sat
qua trinh sinh mam trong ky thuat két tinh, thoi
gian do yéu cau xuat két qua sau mdi giay, tuy
nhién ddi vai cac qué trinh sinh hoc, thoi gian do
c6 thé kéo dai do dong hoc cua qué trinh din ra
cham hon.

Phép do phai mang tinh xir ly thong ké: Mic
du phuong phap phan tich anh kinh hién vi van
dang 1a phuong phap phd bién hién nay, nhugc
diém 16n nhét cia phuong phap nay 1a tinh han
ché véi mau c6 nong do cao, thudng khong qué
5-10 %. Vi thé s6 luong hat dugc phan tich trén
moi anh thuong chi vai tram, két qua khéng
mang tinh dai dién cho toan hé.

Hién nay c6 mot sé phuong phap duoc st
dung phé bién nham xac dinh phan bé c& hat, c6
thé chia cac phuong phap nay thanh hai nhom.
Nh6m thir nhat bao gom cac phuong phép do truc
tiép (infon-line) ngay trong qui trinh céng nghé
nhu viéc sir dung song siéu am, phan xa tia Laser,
v.v. Nhém thir hai bao gém cac phuong phap do

khéng truc tiép (off-line) nhu phuong phap ray,
ling, kinh hién vi dién tu, tan xa anh sang, v.v.
Nhuoc diém 16n nhat cia cac phuong phap phan
tich khong truc tiép 1a phai tién hanh Iy mau va
chuan bi mau cho mdi phép do riéng 18. Mot s6
han ché tiéu biéu cua cac phép do khong truc tiép
don ctr ¢6 thé ké dén: Phuong phap ray phai st
dung lugng miu tuong d6i 16n, thoi gian phan
tich dai, kho phan giai cip hat min dudi vai pm.
Phuong phap liang can thoi gian phan tich dai,
thuong kéo dai vai ngay [3]. Phuong phap kinh
hién vi dién tir gap nhiéu khé khan d6i véi miu
c6 ndng do cao do vin dé phan manh giira hat va
nén (background) trong cac thuit toan xir ly hinh
anh, thuong phan tich vai sé lugng hat t6i da vai
tram hat trén mét khung hinh [4]. Phuong phap
tan xa anh sang c6 uu diém la c6 thé phan tich hat
t6i kich thuéc nano nhung nhuoc diém la do
khong truc tiép va két qua dugc xur ly bing cac
thuat toan trong d6 co sir dung mot s6 gia dinh
(hai phwong phap thudng dugc st dung la Mie va
Fraunhofer) [5]. Nhiing phuong phap trén khong
hiéu qua dé phan tich cac qua trinh trong thoi
gian thyc. Vuot qua nhiing han ché trén, phuong
phap dugc danh gia c6 du kha nang phan tich qua
trinh trong thoi gian thuc hién nay phai ké dén la
phuong phap phan xa tia Laser. Phuong phap
phan xa tia Laser 1a phwong phap truc tiép do tia
phan xa tir b& mat hat, tir d6 dua ra két qua phan
tich vé mat do hat, phan bd ¢& hat va thong tin
lién quan dén trang thai bé mat hat. Bai béo nay
tap trung ban luan phuong phéap xac dinh phan b6
& hat hi€u nang cao dya trén phuong phap phan
xa tia Laser cua cbng ty Sequip Particle
Technology (Sequip S&E GmbH).

PHUONG PHAP PHAN XA TIA LASER
UNG DUNG TRONG XAC PINH PHAN BO
CO HAT

Hé thdng sir dung mot nguon Laser véi nang
luong hiéu chinh duoc trong pham vi tor 1-20
mW. Chum tia Laser don sic (buéc song 782
nm) tir ngudn dugc dan dén hé thau kinh (3) bang
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soi quang hoc don (single-fiber) véi tiét dién 4
um (5) va bo chia quang (6) dén bo dinh hudng
(4). Sau khi di vao hé thau kinh dong (téc d6 goc
2 m/s), chim hoi tu (2) tao ra diém hoi tu tai vi tri
(7) truée cira s thach anh (1). Khi diém hoi tu
chuyén dong tinh tién theo chiéu doc tryc, thi
thiét bi hoat dong theo nguyén ly 1-D. Twong tu,
néu diém hoi tu chuyén dong tron trong mit
phing song song vai ctra 6 thach anh, thiét bj 2-
D. Két hop hai kiéu chuyén dong trén, quy dao
x03n ¢ s& dugc tao ra tir cac chuyén dong nhanh
ctia diém hoi tu theo phwong thic 3-D. Do d6 ¢o
thé phat hién tat ca céc hat trong mot thé tich ba
chiéu lién tyc. Ky thuat nay c6 thé phat hién dién
tich b& mat hat hay thé tich hat thay vi chi c6
chiéu dai day cung (chord length) cua céc hat.
Tinh ning nay 1a mot budc tién dang ké so Vi
phuong phap thong thuong, dic biét trong cac
truong hop hat ¢6 hinh dang phuc tap nhu céac
tinh thé hinh kim va céc hat c6 kich thudc 16n.
Ngoai ra, viéc str dung sgi quang hoc don (single-
fiber) cho phép phét hién chinh xac chi co6 cac hat
tai diém hoi tu, cac hat ngoai diém hoi tu hoic
mot phan thudc vao diém hoi tu (out of focus) s&
dugc loc bo. Bén canh dé, wu diém cua ky thuat
phan tich nay 1 d6 chinh xéac cao va do lap lai tot
cac dir lieu thuc nghiém (phan tich hang nghin
hat trong mai giay) [6].

N ;M/

Hinh 1. So db nguyén 1y ddu do phan xa Laser

Cira s6 thach anh

Chum tia Laser hoi tu

Hé thong thau kinh quang hoc dong

B¢ phén dinh hudng chum tia t6i va chum tia
phan xa

Soi quang hoc don (single-fiber)

B0 chia quang

7. Diém hoi tu chuyén dong (dynamic focus)

PoOdDPE

ou

C6 hai vung vat ly quan trong dwgc mo ta
nhu Hinh 2 bao gdm ving gay nén hiéu ung da
phan tan (multi scatter effect) va vung gay nén
hi¢u ng tat (damping effect). Hi¢u tmg da phan
tan hinh thanh do su phan xa cua céac hat tha cap
tao nén tin hiéu nhiéu. Trong khi d6, hiéu tng tat
lam mét hoic tiéu hao tin hiéu dan dén tin hiéu
qua yéu dé co thé phan tich dugc. Ving da phan
tan, truc tiép & phia truéc cua cira so6 cam bién,
chiu anh huong cua tinh chat quang hoc (optical
property) cua hé di thé. Muc do phan xa Laser
trong ving chiu tac dong cua hiéu ung tit phu
thuoc vao tinh chit quang hoc cua hat va cua hé
phan tan (thi du nhu chi s§ khic xa, trang théi bé
mat hat, kha ning hap thu va phan xa anh sang).

—

=~ Hapthy-tanxa _ —
IS 2

Thach anh

Hinh 2. Nguyén 1y phwong phap phan xa Laser

Khoang cach tir cira s6 thach anh dén diém
hoi tu goi la khoang di chuyén TD (travel
distance). TD dong vai tro quan trong trong viéc
xac dinh kich thudc hat. TD nho cho phép phéat
hién cac hat min. Nguoc lai, khi diém hoi tu
chuyén dong sau vao trong méi trudng, trong tam
quang hoc mé rong va vi thé c6 thé phat hién cac
hat véi kich thudc 1én dén 2000 um (trong trudng
hop dac biét cd thé dén 4000 pm). Vi tri cua
diém hoi ty, do @6, anh huong rat lon dén viéc
xac dinh kich thuéc hat va bién doi kich thusc
hat trong su6t qua trinh. Néu gia dinh hat c¢6 dang
hinh cau, khoang TD tdi wu 1a % kich thuéc coa
cac hat can nghién ctu. Vi tri tdi wu cua TD &
gitta hai ving gay nén hiéu tmg da phan tan va
hiéu &g tit.
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Bén canh gia tri TD, nang lugng Laser duogc
sir dung ciing 1a yéu té quan trong quyét dinh két
qua do. Twong quan gitra mat d6 quang hoc va sy
hap thu quang hoc cua hé di thé dan dén can phai
xac dinh nang luong Laser t6i wu cho mdi loai
vat liéu khac nhau. Thi du Laser 10 — 20 mW
dugc khuyén cdo cho nhitng vat liéu co6 do hap
thu quang hoc manh nhu carbon, nhung d6i véi
cac vat liéu c6 do phan xa manh thu TiO, thi
ngudn Laser khong nén vuot qua 2 mW vi nd s&
dan dén qua tai cho bo thu tin hiéu phan xa. Nhu
vay, bén canh TD, ngudn ning lugng Laser ciing
1a yéu té can phai téi wu hoa cho cac loai vat liéu
khac nhau.

Hién nay phuong phap phan xa Laser da
dugc 4p dung thanh cong d6i vai nhiéu linh vyc
cdng nghé, don cir nhu: Viéc theo ddi truc tuyén
phan b ¢& hat ¢ trang thai dong cua cac giot/bot
trong hé phan tng di thé 3 pha (khi)-(nudc)-
(inonic long) dugc cdng bd boi Torres-Martinez
va Melgarejo-Torres [7, 8]. Christian Hahn da ap
dung thanh céng ky thuat nay dé theo ddi qué
trinh 1én men sia [9]. Viéc nghién cau cac qua
trinh sinh trueéng va phét trién cua E. coli ciing da
duoc cong bd [10], v.v. Trong bai béo nay,
phuong phap phan xa tia Laser dugc sir dung dé
theo ddi truc tuyén cac qué trinh s& dwoc giGi
thiéu qua hai thi du: két tinh amino acid va cong
nghé sinh hoc.

UNG DUNG TRONG QUAN SAT TRUC
TUYEN QUA TRINH KET TINH AMINO
ACID L-ARGININE

Arginine 1a mot amino acid quan trong cho
sy ting trudng cua dong vat. Cac dan xuit cua nd
véi cac acid hiru co va vo co dugc sy chi y trong
linh vyc vat liéu quang hoc [11]. Tuy nhién, viéc
thiét ké qua trinh két tinh ddi voi amino acid nay
hién nay con gap nhiéu khé khan do chua c6 day
du céc dit liéu can thiét nhu do tan (can bang ran-
Iong) va kha nang duy tri trang thai gia bén trudc
khi sinh mam ddng thé (induction period).

Trong phan nay, k¥ thuat phan xa tia Laser
clia cong ty Sequip S&E GmbH duoc sir dung dé
theo ddi truc tuyén qua trinh két tinh. Thi du qua
trinh két tinh dung dich L-arginine dugc thyc
hién 2 chu ky nhu biéu dién trén Hinh 3 [12]. O
chu ky thtr nhat, dung lich L-arginine bdo hoa ¢
35 °C dugc 1am lanh dén 10 °C va qué trinh két
tinh dugc quan sat nhu doan A—B—C. Sau do,
cac tinh thé duoc hoa tan hoan toan bang cach
nang nhiét d6 hé 1én 40 °C nhu biéu dién trén
doan C—D. Tur dung dich trong suét dé, nhiét do
cua hé dugc giam dén 5 °C dé két tinh chu ky tha
hai (E->F—G—H). Tir két qua thu dwoc cua hai
chu ky, dé dang nhan thay su lap lai kha tot cia
ky thuat do do su dong dang cua hai chu ky.
Riéng chu ky hai do d§ qua bao hoa cao hon nén
qua trinh két tinh dién ra sau hon so véi chu ky
thir nhat. Phan tich chi tiét chu ky tha nhat c6 thé
nhan thiy: Tai thoi diém ban dau cua qua trinh,
trong dung dich qué b&o hoa & 10 °C, s6 luong tin
hiéu phan xa (Quantity) duoc ghi nhan la gan
bing 0 do dung dich trong suét (tr A—B, xem
Hinh 3). Sau d6, qua trinh sinh mam dong thé
xay ra & mot thoi diém nhat dinh dudi d6 qua béo
hoa nhu trén. Sy sinh mam 1am s lugng hat ting
dot bién nhu su kién dwoc quan sat tai thoi diém
B (Hinh 3). Qua trinh phét trién tinh thé tiép dién
dan dén bién ddi lién tuc tap hop hat nhu nhitng
sy Kién dugc ghi nhan trong khoang B—C. Do
qua trinh sinh mam va phat trién tinh thé dién ra
lién tuc, cac tinh thé dwoc phat trién tir cac cac
mam tinh thé nho va dong thoi qué trinh sinh
mam thir cap ciing dién ra bu dép lai lwong mam
tiéu hao trudc do. Do vay, phan doan hat min 5-
30 pm hau nhu khéng thay doi nhung sé lugng
hat trong phan doan 30-150 um thi ting lén
khong ngimg va sau d6 dat dén can bang. Céc su
kién twong tu dugc quan sat ddi voi chu ky tha
hai. Nhu vay, véi viéc thiét lap cac thong sb do
phu hop, qué trinh két tinh c6 thé duoc d& dang
theo ddi tryc tuyén tir luc sinh mam, phét trién
tinh thé, cho dén hé dat can bang véi ky thuat
phan xa Laser.
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Hinh 3. Qua trinh két tinh va hoa tan L-arginine dwoc theo ddi trong thoi gian thuc

Tir Hinh 3, mot théng sb quan trong cua qua
trinh két tinh c6 thé duoc rat ra nhu thoi gian duy
tri trang thai gia bén (induction period) cua L-
arginine trong dung dich nuéc véi cac do qué béo
hoa khac nhau. Két qua nay dugc biéu dién trén
Hinh 4. Pay la cac dir liéu rat quan trong trong
viéc toi uu hoa dong hoc cac qua trinh két tinh.
Hién nay, mot phuong phap dang dwoc phat trién
manh m& nham tinh ché cac dong phan quang
hoc (enantiomer) trong duoc pham dugc biét dén
v6i tén goi “két tinh chon loc” (preferential
crystallization) [13, 14]. Trong phuong phap nay,

Hinh 4. Thoi gian duy tri 6 quéa b&o hoa T_in (induction

time) cua L-arginine [12]

Hinh 5.

dung dich chira ddng thoi ca 2 dong phan quang
hoc dugc dua vao ving gia bén. Sau d6 mam
ddng thé ciia mot trong hai dong phan duoc dua
vao dé két tinh dong phan muc tiéu trong khi
dong phan con lai van con ¢ trong dung dich
trong mot khoang thoi gian nhat dinh. Toan bo
qué trinh nay phu thudc vao do rong ving gia bén
va thoi gian duy tri ving gia bén. Do vay, dit liéu
thoi gian duy tri ving gia bén thu dwoc tir phép
do nay la rat can thiét cho viéc thiét ké va téi wu
céc qua trinh két tinh cua L-arginine.

35 40 45 £C

30
T.°C

[12]
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Bén canh d6, st dung ky thuat do nay con
cho phép quan sat qua trinh hoa tan cac chat ran
vao trong dung mdi nhat dinh. Su minh hoa da
dugc biéu dién trén Hinh 3 ddi vai ca hai chu ky.
O day, nhiét do toan hé dugc nang Ién 40 °C, qua
trinh v& hat (breakage) nhanh chong dién ra lam
s6 hat ting dot ngdt nhu su kién dién ra tai C
hodc G. Sau d6 céac hat nay nhanh choéng tan ra
tao dung dich trong suét (clear solution) tai D
hodc H. Nhu vay, néu nang nhiét rat cham (thi du
toc do nang nhiét 0,5 K/min, hé duoc khuay tron)
cho mot hé huyén pht cé nong do xac dinh thi
cac hat sé tan ra. Dya trén nguyén ly xac dinh d6
tan theo phuong phap da nhiét, dén khi cac hat
tan hoa toan thi nhiét d6 tai do s€ twong tng vai
nhiét d6 bdo hoa. Bing céch 4p dung phuong
phap nay véi viéc st dung thiét bi do truc tuyén,
ta c6 thé xac dinh dugce duong cong d6 tan cua L-
arginine trong dung dich nudc nhu Hinh 5. Ap
dung phuong phap Apenblat cho can bang ran-
long, céc thdng sb (ndi ham cua ching bao gdm
enthalpy va entropy cta qué trinh hoa tan) trong
mo hinh todn dwgc xac dinh nhu phuong trinh
sau [12].

Inx=A+ B%w InT =9.7925 10° +65.8878% -65.8878InT

Cung véi dir lidu mién gia bén, gia tri do tan
1a cac théng sé quyét dinh dén qué trinh két tinh.
Nhu vay, viéc s dung cing mot phuong phap do
cho phép xéac dinh tryc tuyén ddng thoi do tan va
mién gia bén ma khong can tién hanh lay mau da
dugc thyc hién trong diéu kién gdc cua qué trinh
dong.

UNG DUNG TRONG NGHIEN CUU CAC
QUA TRINH SINH HQC

Hién nay, cac qua trinh sinh hoc dugc danh
gid 1a céng nghé tiém ning cho nganh coéng
nghiép san xuat cac ché pham vi sinh ching han
nhu vitamin, amino acid va cac chit thom v.v.
Chung dugc sir dung rong rai nham cung cap chat
dinh dudng cho con ngudi va dong vat cling nhu
dé san xuat héa chat co ban [15]. Hon nita, qua
trinh 18n men va nudi cay té bao 1a co s& chan

doan y hoc hién dai dé dua ra cac phuong phap
trj liéu thich hop. Viéc tdi wu hoa cac qua trinh
sinh hoc trong diéu kién nhiét do, pH, do am
hoac thoi gian, v.v doi hoi 4p dung céng nghé do
hiéu qua dé cé thé phan tich cac thdng sb cu thé
vé kha ning hoat dong cua hé vi sinh. K§ thuat
phan xa Laser véi chtrc nang cung cap thong tin
vé s6 luong, kich thudc va hinh dang cia té bao,
do d6 c6 thé duoc sir dung dé theo ddi cac hién
tuong nhu su ting truong cua té bao, phan chia
thanh cac té bao mai hoac su chét di cua ching.

Trang thai bé mat cac té bao phan &nh hoat
tinh cua chang, vi thé phd phan xa cua té bao
séng va chét c6 cuong do va hinh dang khac nhau
trén dao dong d6. Hinh 6 minh hoa mirc &6 phan
xa quang hoc cua té bao séng va chét. Két qua
nghién ctru cac té bao sdng cho thay tin hiéu phan
Xa cua ching c6 cuong do cao hon so véi cac té
bao chét twong tung [10, 16]. Ty I¢ song va chét
cua cac té bao c6 thé dugc danh gia bang cach
phén tich cac gia tri OBF (obscuration factor,
ham tich hgp trong thuat toan Sequip) ma gia tri
trung binh phan &nh hanh vi phan xa Laser trén
bé mat cua cac té bao. Trén thuc té, OBF lién
quan mat thiét dén trang thai bé mit cua té bao.
Thi du sau ddy minh hoa mét ung dung trong do
¢6 str dung gia tri OBF nham quan sat truc tuyén
qua trinh chét cuia cc té bao ung thur.

o
Nz“mg_ lwong phz'm xa 1] L
cua té bao song Wing IbrigPhan

ja té bao chét
[ U

R_;_//k o

Té bao song Té bao chét

Hinh 6. Kha niang phan xa Laser cia té bao
sdng va té bao chét [16]
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Hinh 7 cho thiy su bién doi cua cac té bao
ung thu d dugc diéu tri bing mét tac nhan hoa
tri liéu. C6 thé thay sé lwong té bao (counts) van
khong ddi trong sudt thoi gian xi ly té bao ung
thu. Tuy nhién, gia tri OBF giam dan ching to
kha ning séng cua té bao lién tuc giam trong suét
thoi gian héa tri liéu. Sau khoang 15 pht tat ca
c4c té bao ung thu bi chét. Tir két qua dé két luan
quan trong vé hiéu qua cua cac tac nhan hoa tri
da duoc st dung dé tiéu diét té bao ung thu cu thé
c6 thé duoc rit ra.

160000 ] S6 hat

Giam sitc song cua té bao

0 1 z 3 4 5 6 7 3 9 10
Thoi gian, phit

Hinh 7. Xt 1y té bao ung thu bang tic nhan hoa tri liéu
[16]

Bén canh viéc quan sat sy chét di cua céc té
bao, mot chirc ning khac rit quan trong nham
theo ddi sy ting trudng va phan chia té bao ciing
da duoc phat trién boi Sequip. Mot bién méi da
dugc xac dinh, goi 1a xac suat tring hop ngau
nhién (COP — coincidence propability). Cac gia
tri COP chi ra khoang cach twong ddi gitra céc
hat véi nhau, tirc 1a khoang céach trung binh gitra
céc hat (D) lién quan dén s6 hat (n) theo phuong
trinh: COP=D/n

S
Thay co chit 1N' h | ! D
y ',\/‘J 1) W \/ \d‘g']ll'h‘,l U,\N "h,'*“iﬁ‘d"’l ”V‘ " J@! th[ JAL;% J"A‘/“ M{\%
§ A }\ n M %NVNM SEE

s 'W,w,‘k m'w \MB

0 1 2 3 4 5 h 6 Tt:m gj;;, g‘;“ 10 1n .12 13 14

Hinh 8. Qua trinh tang trudng cua E. coli [16]
Néu qua trinh tang truong té bao dién ra,
khéng chi s6 lugng té bao ma ngay ca COP ciing

s tang [10, 16]. Bé phan biét hai hat canh nhau,
it nhat thoi gian khac nhau 1 ms 1a diéu kién can
thiét. Cac két qua quan sat caa mot qua trinh 1én
men sir dung vi khuan E. coli dugc biéu dién trén
Hinh 8. Trong khoang thoi gian dau (A—B), gia
tri COP tuong d6i 6n dinh ching to trang thai cua
vi khuan khong thay doi. Tuy nhién, sau khi chat
dinh dudng dugc bd sung tai B, vi khuan phat
trién manh tir 4 — 6 gio, twong mg doan B—C.
Sau d6 gia tri nay duy tri mét thoi gian va c6 xu
huéng giam dan (tir C—D) do chat dinh dudng
cho vi khuan d tiéu hao do str dung. Su gia ting
ciia COP chi ra su ting trudng va phét trién cua
céc té bao.

Nhu vay, hai tinh chat vat ly OBF va COP c6
thé duoc st dung cing véi tong sb hat dém duoc
nhiam theo ddi cac qua trinh sinh hoc mét céach
truc tuyén. So véi cac k§ thuat khac hién nay dé
nghién ciru hoat tinh té bao, ky thuat Laser cho
thay c6 nhiéu vu thé vuot tréi nhu phan tich trong
thoi gian thuc, khéng can st dung céc chit
nhuém té bao (nhu calcein/propidium iodide,
v.v.), khdng can liy miu va ciing khong can pha
lodng. Di véi cac qué trinh sinh hoc, do6 1a cac
wu diém rat 16n gidp han ché kha xam nhap cua
vi khuan la hay céc vi sinh vat khéng mong
mudn.

Ngoai ra, mot thi nghiém doc 1ap trén hé tao
Scenedesmus duoc tién hanh nhim so sanh két
quéa ctia phuong phap phan xa Laser va kinh hién
vi dién tir. Két qua phan tich kinh hién vi dién tir
trén Hinh 9A cho thiy hat so cap cua tao
Scenedesmus c6 kich thuéc vao khoang 4 — 5 um.
Trén thuc té, mot s6 tao don 1¢ co thé két ty thanh
céc khéi 16n hon hoac phén chia thanh céc té bao
con lam thay ddi hoat tinh cua tao. Ap dung
phuong phap phan xa Laser, hat so cap va thu
cap cua tao Scenedesmus cho ra mot phan bd
thong ké véi kich thude dic trung d5, d50 va d95
lan luot 12 0,8; 4,3 va 8,1 um (Hinh 9B). Két qua
nay hoan toan phu hgp véi phuong phap kinh
hién vi dién tur.
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Hinh 9. A) Anh kinh hién vi dién tir tao Scenedesmus, B) Biéu d6 phan bé histogram kich thuéc hat xac
dinh bang phwong phap phan xa Laser

Ngoai ra, viéc sir dung phwong phap do truc
tuyén con cho phép xac dinh cac qué trinh phic
tap nhu két tu - giai két tu. Viéc thay ddi trang
thai tap hop c6 thé anh huong dén tinh chit cua
cac ddi twgng sinh hoc [17, 18]. Thi nghiém sau
day duoc tién hanh trén tao Bracteacoccus. Tao
Bracteacoccus c6 thé d& dang két tu thanh cac
khdi 16n (Hinh 10A), nhung céc khdi nay kém
bén. Dudi tic dong co hoc (thi du nhu khudy
tron), cac khdi két tu nay dé dang bi pha vé thanh
c4c cAu tric nho hon. Qua trinh két tu - giai két tu
cua tao Bracteacoccus l1a mét qua trinh dong, sir

A

dung k¥ thuat phan xa tia Laser c6 thé xac dinh
ngay trang thai ctia hé trong thoi gian thuc. Hinh
10B mé ta dudng cong tich liy cua hé. Ban dau
hé ton tai cac khdi két tu l6n (d50 = 49,5 um),
nhung sau 30 gidy khiy tron, cac khdi nay sé bi
phén chia thanh céc tap hgp nhé hon véi kich
thudc trung binh d50 = 29,6 um. Tuong &ng Vvai
qua trinh nay c6 thé thiy duong cong tich liy da
dich chuyén sang tréi vi tap hop hat lic nay c6
kich thudc nho hon so véi trude khi tac dong co
hoc vao hé.

100 T T T T

QA®)

a0 4 Khuay:
i -30gay
G -200 rpm
70 o S 1]
80 %
s0 + ,
Trude khuay tron
a0 I
30 +
20 F
10 +
0 t t t } } t
20 40 80 30 100 120
d, pm
B.

Hinh 10. A) Anl] kinh hién vi dén tu tao Brateacoccus, cac khéi két tu dugc hinh thanh nhung kém bén co hoc;
B) Biéu d6 dudng cong tich lity kich thuéc hat xac dinh bang phuong phap phan xa Laser
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KET LUAN

Trong thap nién gan déy, xu hudng ang dung
PAT va0 quan sét va tbi wu cac qua trinh héa hoc
va sinh hoc da dugc phat trién nhanh chéng trén
thé gisi. Céac tap doan 16n nhu BASF, Evonik,
Bayer, v.v. di va dang dau twr manh mg vao linh
vuc ndy nham tang cuong kha ning t6i wu hoa,
giam thiéu rui ro cho qua trinh san xuat. Di voi
van dé xac dinh phan bd ¢& hat trong céc hé di
thé, mot phuong phap hién dai dwoc gioi thigu
trong bai b&o nay véi viéc stir dung k¥ thuat phan
xa Laser di thé hién nhidu wu diém ma cac
phuong phéap truyén thong khong du hiéu luc.
Kha niang ndi bat cia phuong phap phan xa tia
Laser c6 thé ké dén nhu hoi tiép nhanh, xuat két
qua trong thoi gian thuc. Ngoai ra, két qua dat
dugc mang tinh théng ké cao do do dac véi sb
lwong hat rat 16n (chyuc-traim nghin hat). Dac biét
do khéng can lay miu, phuong phap nay khong
lam thay dbi trang thai tap hop hat. Didu nay cuc
ki quan trong ddi véi viéc nghién cau céc hé

Review.

théng dong (dynamic systems) nhu két tu do dién
tich bé mat cua protein, va-sinh hat trong ky
thuat tao hat duoc pham, kich thudc bot khi hay
giot long trong hé di thé long-khi hay long-long,
v.v. déu la nhitng dai lugng c6 thé phan tich dinh
lugng nho ky thuat nay. Hai thi du dugc gidi
thiéu trong bai bao nay bao gém qué trinh két
tinh va qua trinh sinh hoc d4 minh hoa hiéu nang
cua viéc ung dung ky thuat méi trong viéc do dac
tryc tuyén cic qua trinh dong. Ngoai ra con cé
nhiéu tng dung khac da duoc cong bd trén cac
tap chi chuyén nganh nhu trong thyc pham, phan
ung di thé, v.v. Toém lai, kha ning wng dung da
dang va la cbng cu manh trong viéc danh gia cac
qua trinh céng nghé khién cho viéc st dung ky
thuat phan xa Laser tro nén cap thiét trong nghién
ctru phét trién hoc thuat ciing nhu cho cac nganh
cong nghiép, dac biét trong cac moéi truong khac
nghiét, d& chay nd, doi hoi tu dong héa cao.

Advanced methods for in situ chemical and
bio processes analysis based on the Laser
back-reflectance measurement technology

e Le Minh Tam
e Friedel H. Schwartz
Sequip S&E GmbH, Dusseldorf, Germany

ABSTRACT

Determination of the particle size
distribution (PSD) is one of the most important
tasks to monitor and control for most of chemical
and bio-processes. In continuous movement of
particles under effects of the carrying fluid, PSD
determination is a technically challenging. This

article summarizes some researches in which
Laser back reflectance measurement method was
used for in-situ and in real time PSD analysis.
Two processes are selected to introduce
including: crystallization of the amino acid L-
arginine and biological processes.

Keywords: particle size distribution, Laser back reflectance measurement, in-situ chemical and bio-

process monitoring
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