Биотехнология. Её задачи, история.

Биотехн позвол обесп-ть новые технологии благодаря исп-ию живых м/о-в. До 70-х гг биотехнологию определяли-промышленн микр-ия, прикладная генет, технол ферментов, биоинженерия и т.д. В 70-гг б-я стала наука о практич её исп-ии в целом, а не отдельн её направлений. Применит-но к техн-ии пищевой пром-ти-б-я- комплекс знаний о целенаправленном, научно-обосн-ом исп-ии биопр-сов при произв-ве,перераб-ке и исп-ии сырья. В ветеринар биопром-ти б-я-н-ка о констр-ии и получ-ии биопр-тов по опр технологиям. Латышск учён в 1987г сформ-ли б-я управляемое получ-е полезн-х для народн-го хоз-ва, а также медец целевых прод-ов с помощ биол агентов: м/о-ов, вирусов, кл-ок животных и растений а также с помощью внеклеточных в-в и компонентов кл-ки. Б-ия-наука о зак-тях поведения биосистем при управляемом пол-ии целевых пр-ктов и решении народно-хоз задач. Осн.задача изуч-е зак-ей поведения биос-м в иск создаваемых условиях,max-но способств-х проявл-ю генет. Потенциала биологич агентов. Биотехнологич пр-сс- предмет изучения биотехн-ии. 5 слагаемых биотехн пр-сс: 1биол. агент; 2субстрат; 3аппаратура,оборуование; 4технология; 5целевой продукт. Критерии биотехнол пр-са:Iпр-кт не м.б получен иначе; IIстоимость конечного пр-кта превыш. ст-сть науч разр-к, затрат,мат-лов(рентальное). IIIЭкол альтернатива другим производствам. История 1953г Сенгер расшифр а/к-тная послед-сть инсулина. 1953гУотсон и Крик-док-во того, что ДНК как мат-ный носитель насл-ти, явл. двунитчатого строения. 1963гНиренберг расшифр-ка генетич кода и док-во его универсальности для бактерий, высш растений и животных. 70-гг б усоверш аналитич м-ды и появ возм-ть автоматич опр-я стр-ры белка. Б разр м-ды и приборы для автоматич и химич анализа нуклеин к-т и генов. Искусственно синтез-ны м-лы биополимеров. В 1977 г был синт-н ген, кодирующ-й синтез горм соматотропина, а в 1979г –инсулина человека.Эти гены были введены в клетку эшерихий.Наша страна стала произв-ть микробиол белок. В системе МСХ РФ объединены 14 биофабрик и комбинатов, выпускающие > 200 наименов биопрепаратов. Т/О в научном периоде развития б-ии длящемся ≈150 лет моно выд-ть 4 осн этапа:•биот-я пищ-х производств, в т/ч  бродильных произ-в;• биот-я органич кислот, растворит-й и получ-е биомассы м/о-ов в нестерильных условиях;
• биотехнологич-е пр-сы в стерильных усл-х, включая получ-е вакцин и антиб-в;• совр-й этап - применен иммобилизованных кл-к и клеточных ферментов, достижений молекулярной биологии, генной и клеточной инженерии. 

Особ-и стр-я насл-го апп-та прокариот

У прокариот есть ДНК,одна мол-ла, замкнут в кольцо, аналогична хромосомам эукариот не окружена ЦПМ.

Гены в хромосоме расп линейно,они гаплоидны (аллельных генов нет). Плазмиды-кольцевой фрагмент, в них кодируется уст-ть к солям тяж Ме, антибиотикам, фермент св-ва. Ген апп-т обл опр сп-стью изм-ся(обл. лабильностью) I.ДНК-биополимер (мономер-нуклеотид) Нуклеотид сост из: сахара (дезоксорибозы) остатка Н3РО4  азотистого основания (А,Г,Т,Ц) А/Т=1; Г/Ц=1; А+Т/Г+Ц=0,69-1,83. Удвоение ДНК-репликация. Посл-ть из 3-х нукл-в (азот осн-й) код-ют ту или иную а/к-ту белка-генетический код. РНК не спос к самост репликации. РНК-посредники/переносчики информации с ДНК на месте с-за белка(на рибосому). Нуклеотидная посл-ть ДНК пр собой закодир инф-ю, определяющую стр-ру специф белка-центральная догма. II. Нестабильность-если с-з белка нестабилен, это приводит к нарушению стр-ры и св-в нек. Белков (ферм.св-в). Это не перед в поколения. Нарушен матричн ДНК также не перед генетически. Стр-рные изм-я ДНК ведут к наследств изм-сти.СТРОЕНИЕ ПРОКАРИОТИЧЕСКОЙ КЛ-КИ.

Структурн комп-ты бактер прокариотич кл-ки делят на основные: кл стенка ЦПМ с её производными,ЦП с рибосомами и различн включениями, нуклеоид и временные капсула,слизистый,чехол,жгутики, ворсинки, эндоспоры. Нуклеоид геном-1 хромосома загнут в кольцо и уложен в компактн шароподобное образование.4) Включения стр-ры не явл жизненно необх-ми но они могут на ней обнар. Они делятся на окруж и неокруж мембрану. Газовые вакуоли. Включения предст собой запасы энергоёмких соед.:- вкл полисахариды, полиоксимасленные к-ты, полифосфаты.

Биотехнология живых вакцин.

1. Живые – сод живые формы возб-лей( вирус- в-ны; против бакт возб-лей) Готовят из искл-но аккумулир штаммов, кот не сп-ны выз заб-я, но сохр св-во размн-ся в орг-ме, вызывая доброкач вакцинальн р-ю в виде местн специф восп-я или общей бессимптомной инфекции. Орг-м самост-но справл с инф-ей, выраб специф направленная невосприимчивость.

Требования к штаммам для изгот-я живых вакцин 1 д/ авирулент или слабовирулент (ст-нь патогенности (сп-сть выз-ть инф заб-е). Ед-ца вир-сти инфиц или летальная доза. 2. Д обладать выс АГ-стью и иммуногенностью. Выс иммун-стью сч обр-е иммунитета не<чем у 70% привитых ж-х при однокр инъекции АГ.

Чтобы инф пр-сс поддерж д/б1)возб-ль. 2)восприимч особи. 3)ф-ры передачи. Если в популяции 70 % иммунны, то вз-е больного со здоровым ж-м сводится к нулю. 3. Сп-сть размн-ся в опр органах/тк и кратковременность персистенции в орг-ме привитого жив-го.. 4) генетич стаб-сть осн св-в (особ-но низк вирул-сти и выс АГ-сти). 5) наличие генетич маркеров, позв-х отличать вакцин штамм от полевых штаммов. 6)отсутствие инфекционности при введении вакцин штамма. Безвредно для др видов ж-х. 7) стабильность при хр-ии 8) большая широта дозирования.

Техн-я изгот-я: Произв штаммы выращ на ПС, культ-е до оконч-я фазы логарифм роста. Стандарт-ия по числу возб-лей в ед-це объёма (аттенуированные бактерии и вирусы).

Живые   вакцины - искусственно ослабленные или природные авирулентные штаммы возбудителя, к-е утратили спос-сть вызывать у естественно-восприимчивых животных болезнь, но могут в течение определенно​го промежутка времени размножаться в организме вакцинированного животного, вызывая иммунный ответ.

Связь б-и с другими науками.

Биот-ю, моно отнести к сложной проблеме, биол-ие, физико-химич-е, инженерно-технич-е аспекты кот/й изучают и разраб-ют специалисты многих наук. Молекулярные и субклеточные закон-ти повед-я биоагентов в биос-ме изуч молекулярн биолог, биофизик и биохимия. селекцию новых штаммов производственных м/о-ов осущ-ют генетика и генная инженерия. Клет-е изм-я изучают микроб-я и иммун-я. Т/О, биот-ия тесно связанас др науками и техникой. Развитие биот-ии опред-ся исследованиями в обл-ти микр-ии, биох-и, энзимологии и генетики м/о-ов. Важна таксономия м/о-ов, т/к биотехнологич-ие разработки базируются на знании характеристик штаммов микроорганизмов. Примен-е биот-ии даст результаты в медицине, ветеринарии,сельск хоз-ве и химич промыш-ти. С биот-ей связ решен мн-х проблем, биоконверсия солнеч энергии, повышен выхода нефти, конструирование штаммов микроорганизмов, изменение генотипа животных и растений. В России проводятся испыт-я генетически измененного картофеля, свеклы и кукурузы отеч-х и заруб-х (амери-их, швейц-их, нем-их) сортов и гибридов. 

С пом биот-ии предст реш задачу биосинтеза нов активн преп-в – а/к-от, гормонов, ферментов и т.д.
В пищ пром-ти,  на основании рез-в фундаментальн исследований в обл генетики м/о-ов использ-ся стартовые культуры (лактобактерии, микрококии и др.) при выработке сырокопченых и сыровяленных колбас. В обл-ти биот-ии медицинских и ветеринарных биол активн препаратов им-ся убедит-е рез-ты получ-я > эффективных вакцин, сконструированных на новых принципах (вакцины из искусственных антигенов, субклеточные или рибосомальные, субъединичные вирусные, генноинженерные). В экологическом плане-задача биот-ии-усовершенствование существующих и разработка новых способов переработки отходов. 

Мутации м/о: спонтан индуцир

Спонтанные мутации-самост-не возн-ют из целенапр вмеш-ва экспериментатора. Скорость спонт мутации в сред 10-6 кл на млн кл-к.  Индуцированные мутации-возн-ют путём целенапр возд-я на популяцию мутагенных ф-ров (физ.,хим.,биол.).

Вкл-е аналогов азотист осн-ий-антиметаболиты. Химич изм-я азот осн-ий (НNO3 нитриты, гидроксиламин). Алкилир-ие аминов (этил,метил,метан,диэтилсульфат и др.) Чтобы выяснить,явл ли в-во мутагеном нужно взять один признак: 1) с какой скоростью данный признак→посмотреть. 2)если скорость мутаций увелич-ся то явл мутагеном. Направленность мутации носит веерообразн ненаправл х-р

Биохимич мутации-проявл в виде изм-я ф и стр-ры колонии образ-ие на пит. cредах. Шерох колонии R вытесн S, m колонии-важно для биол пром-сти. Св-ва бактер-ных кл-к, формир-щих гладкие S и шероховатые R формы колоний.

Св-ва кл-к
S – колонии 
R – колонии 

рост в бульоне
Колонии на глад среде, выпукл с ровн краями
Плоские с изрез краями,зернист морщин пов-ть

рост на агаре
Равномер-е помут н-е незначит оса док
Просветл б-на с обильн порошко видн осадком

суспензия агар к-ры в физ р-ре
Равномерн муть
Колонии быстро оседают, осадок в виде хлопьев

морфолог кл-к
Типично для вида
Полиморфны

наличие жг-ков у подвиж видов
Имеются, подвижны
Могут отс-ть, подвижн-ть утрачив-ся 

налич капсулы
выражена
Отсутствует

Аг-ная активность
Хор выраж, строг специфичность
Слабо выраж

Вирул-ть
Хор выраж 
Слабо вирул-ны

Уст-ть к фаго цитозу
Слабо фаг-ся
Легко фаг-ся

П-д выделения от больных жив-х
Выд-ся в острой стадии б-зни
Выд-ся в стадию вызд-я и при хро  нич теч-нии б-ни

Оценка мутации-увелич-е вирул-сти (+ или -) Что за м/о, для чего исп.

Реверсия и реверантные штаммы м/о 

Первонач. св-ва восст-ся. Происх частичн восст-е мутации. Такие мутации- супрессорные реверсии=> реверанты-полученные авирулентные штаммы.Живые в-ны против сальмонеллёза телят, поросят и т.д.

Корпускулярные инактивир вакцины

Корпускулярные пр-ты-этот тип в-н сод цельные кл-ки бакт.

В зав-ти от аттенуации в-ны: 1.гретые (56-60˚С) от 30 мин до 2 ч. Обесп слаб антитоксич д-е. 2. Инактивир в-ны формалином-формол-вакцины. Конечн []-0,3-0,5%. Инакт-я идёт при повыш t˚ 38-40˚С. Лучше осущ-ть в теч 1 мес, хотя сами бакт-ии погибнут ч/з 1-2 дня. Т-ны в-ля не успевают инактивироваться. 3.Инактивир спиртом, ацетоном, карболовыми к-тами, хлороформом; ф-нты для инактивации. М-д инакт-ии д сохр-ть АГ-ные св-ва у исходных к-р (специфич иммуногенность). I. Этап: пол-е биомассы. Сроки культ-я разные (зав от протективн АГ-соматич., токсич). II. Стандартизация кл-к.

Инакт в-ны сод 10 млрд кл-к.

Сравнение эфф-сти живых инактивир в-н.: 1. Инактивир в-ны < иммуногенны=> живые исп однократно. Если вакцинация осущ с интерв 10-15 дней.

Дополнит требования к изгот-ю штаммов для инакт в-н.

1.в живом сост-ии д им выс вирулентность. 2.д/б обл-ть выс иммуноген св-ми 70% восприимч ж-х д приобр стойкий иммунитет после двукратной иммунизации.

Фенотип, мех/мы его формирования.

Фенотип-сов-сть внеш пр-ков любого орг-ма, проявл в усл-ях опр внешн среды. А1+В1=С1-новый фенотип. Фенотипич изм-ть обусл средой. Изм-я штамма касаются всех особей. Можно вернуть исходные св-ва штамма. У орг-в сущ 2 группы генов: 1структурные-ответственн за синтез специфич белков кл-ки; 2регуляторные- определяют активность структ-х генов. Под возд-ем внешн среды изм-ся деятельность регуляторных генов. В конкр усл-ях культ-я активны не 100% рег генов, а часть=> признаки орг-ма опр-ся только активными генами. В опр усл-ях(экстрем) м/б задейств 100% генов. Это пороговые изм-ия. Любое изм-е в «-» ст-ну не позв вкл дополн гены.Мех/мы и ср-ва управления адаптацион изм-ю. Любой метаб пр-сс вкл разл фермент р-ии, и его рег-ция идёт на 2-х уровнях:1. С-за ферментов; 2. Изм-я активности ф-нтов. 1) Многие ф-нты обр непрерывно, незав-мо от внешн среды- конструктивн. 2)Катаболические-непостоянно и рег-ся путём индукции субстратов (деградация); 3) анаболические уч-ют в пр-сах с-за их с-з рег-ся путём репрессии субстратов. 

 Модиф изм-сть пр собой эволюц-но закрепл адаптивн.р-ции орг-ма в ответ на изм-е усл-ий внешн среды при неизмен   генотипе.Для модифик изм-ти х-ны 3 главн особ-сти:1массовый характер изм-ий,кот затрагивает б-во особей в популяции 2 адекватность изм-ий к развитию среды 3 кратковременность б-ва модиф-ий. Изм-ния не затрагивают хромосомную ДНК. Орг-мы наследуют не пр-ки,а норму р-ции =>предсказать степень выраж-сти пр-ка м.только,зная норму реакции. Признаки бывают ПЛАСТИЧЕСКИЕ и НЕПЛАСТИЧЕСКИЕ степень выраженности пластических признаков сильно зависит от внешней среды=>для них харак-на широкая норма реакции. Непластические признаки остаются практически неизменны при любых совместимых с жизнью усл-ях среды (окр. глаз,группа крови) Вариабельность пластических признаков составляет сущность модификационной изм-ти. Пределы м. изм-ти пр-ка, допустимой в данном генотипе, наз. Нормой р-ции Некот пр-ки х-ся шир нормой р-ции (колич)Напр. Масса тела,жирность молока, пигментация кожи; а др. узкой нормой р-ции- цвет глаз, группа крови.

Гены в хромосоме расп линейно,они гаплоидны (аллельных генов нет). Плазмиды-кольцевой фрагмент, в них кодируется уст-ть к солям тяж Ме, антибиотикам, фермент св-ва. Ген апп-т обл опр сп-стью изм-ся(обл. лабильностью) I.ДНК-биополимер (мономер-нуклеотид) Нуклеотид сост из: сахара (дезоксорибозы) остатка Н3РО4  азотистого основания (А,Г,Т,Ц) А/Т=1; Г/Ц=1; А+Т/Г+Ц=0,69-1,83. Удвоение ДНК-репликация. Посл-ть из 3-х нукл-в (азот осн-й) код-ют ту или иную а/к-ту белка-генетический код. РНК не спос к самост репликации. РНК-посредники/переносчики информации с ДНК на месте с-за белка(на рибосому). Нуклеотидная посл-ть ДНК пр собой закодир инф-ю, определяющую стр-ру специф белка-центральная догма. II. Нестабильность-если с-з белка нестабилен, это приводит к нарушению стр-ры и св-в нек. Белков (ферм.св-в). Это не перед в поколения. Нарушен матричн ДНК также не перед генетически. Стр-рные изм-я ДНК ведут к наследств изм-сти.

Химические вакцины, анатоксины

Готов из молек АГ, извлеч из микроб кл-ки=>молекуляр в-ны. К химич в-нам отн вакцинные пр-ты, получ из экзот-нов возб-лей, и кот чаще всего наз анатоксинами.

1.< иммуногенны, чем живые. 2. Сравнимы по имм-сти с инактив.  Преимущ-ва: 1)< поствакц осложнений;  2)им возм-сть []-ть АГ в неб V. 3) Их проще сорбировать на разл в-вах; 4)Легче сочет с разл адьювантами; 5) из молек АГ проще конструировать ассоциир в-ны (предн для защиты от неск инф-ий сразу) 1. Подбор произв штамма, кот бы max-но образ протектив АГ. 2. Подбор ПС (выход АГ и прирост биомассы). Лучше исп синтет или полусинтет среды (меньшее кол-во балласт. в-в). 3. Отраб усл-я культ-я, вкл-я турбинное культивир-е. 4. Извл-е протектив АГ из биомассы и очищение (д/б щадящими). Извлеч АГ- основа для изг-я в-н. Чаще АГ сорбируют (гелем гидрата окиси Al). Сорбенты-адьюванты (неспецифич стимуляция иммун с-мы)- алюмо-калиевые квасцы.

АНАТОКСИНЫ-разнов-сть хим в-н, получ из бакт экзотоксинов (накапл в пит субстрате). Х-ся тем, что пр собой т-ны бакт кот полн-ю лишены токс св-в, но сохр АГ-ные и иммуногенные св-ва. I. Выращ-е токсинных к-р бакт-й, т/е выз инф-ии ж-х, пат-з кот св с анат-нами (клостридиозы, анаэр раневые инф-ции, стафиллококкоз, ботулизм). Выращ на ЖПС. Режим культ-я подбир т/о, чтобы к концу культ-я накапл. max кол-во т-нов.  Биомассу бакт отд от к-рной среды, обезвреж. Далее по Рамону: На ПС возд-ют формалином и t˚ Формалин до конечн [] 0,3-0,5% и выдерж до 1 мес при t˚=38-40˚С. Кр. Формалина для инактив-ии исп ß-протеолактон и протеолитич ф-нты(пепсин, трипсин). Сохр токсич св-ва, но не всегда АГ-ные и иммуногенные.

Ассоциир в-ны- пр-ты, в с-в кот вх неск АГ-возб-лей разл инф б-зней.Поливалентн в-ны-сод АГ возб-ля одной инф б-зни, кот быв дост-но разнород=>прих вкл. неск штаммов.

Ассоц в-ны дают возм-сть одновр-но созд-ть иммунитет к ряду заб-ий. 1. Кажд из АГ, кот вх в с-в ассоц в-ны не д подавл специф имм-т против др инф-й (не д проявл антагонистич св-в).

Гомология ДНК

Мех/мы и ср-ва управления адаптацион изм-ю. Любой метаб пр-сс вкл разл фермент р-ии, и его рег-ция идёт на 2-х уровнях:1. С-за ферментов; 2. Изм-я активности ф-нтов. 1) Многие ф-нты обр непрерывно, незав-мо от внешн среды- конструктивн. 2)Катаболические-непостоянно и рег-ся путём индукции субстратов (деградация); 3) анаболические уч-ют в пр-сах с-за их с-з рег-ся путём репрессии субстратов. 

А+Т/Г+Ц Для м/о соотн-е лежит в диапазоне 0,69-1,83

Принципы и способы получения мутантных штаммов м/о.

Гомология ДНК-стр-ра ДНК одинакова по строению и перед-ся от матери к детям.

Мутации- внезапно возн-щие наследств изм-я в генет мат-ле кл-ки.По месту локализации: 1. Цистоплазматические мутации затрагив плазмиды. 2.Хромосомные в основном ДНК показаны 3 типа: изм-е числа хр-м и порядка располож-я гена мутации в отдельно взятом гене; ув-ие числ-сти, кол-во копий плазмид.

I. Хромосомные перестройки- выпячивание уч-ка хр-м- (выпадение опред-ного числа нулеотидов) делеция. Против-но удвоение или иное умножение отдельных уч-ков хр-м-амплификация. II. Вставка отдельн уч-ков хр-м в новые места-транспозиция. III.разворот уч-ка хр-м на 180ºС- инверсия. Все типы хр-мных мутаций за искл-ем амплификации-устойчивы.

1)Мутации со сдвигом рамки счит-я

2)транзиции-замена одних пуриновых осн-ий на другие или пиримидиновые. А=Г;Т=Ц

3)трансверсии-замена пуриновых оснований.

В рез-те мутации совм-сть м/о незнач-на, мутации затраг те гены, кот молчат, кот опред центр фр-нта и т.д

Нонсенс мутаций- появл триплеты, кот не код-ют ни одну а/к-ту; синт-ся матричн РНК→с-з ДНК→с-з прекр., разр.

Биотехн анатоксинов ассоциир вакцин

АНАТОКСИНЫ-разнов-сть хим в-н, получ из бакт экзотоксинов (накапл в пит субстрате). Х-ся тем, что пр собой т-ны бакт кот полн-ю лишены токс св-в, но сохр АГ-ные и иммуногенные св-ва. I. Выращ-е токсинных к-р бакт-й, т/е выз инф-ии ж-х, пат-з кот св с анат-нами (клостридиозы, анаэр раневые инф-ции, стафиллококкоз, ботулизм). Выращ на ЖПС. Режим культ-я подбир т/о, чтобы к концу культ-я накапл. max кол-во т-нов.  Биомассу бакт отд от к-рной среды, обезвреж. Далее по Рамону: На ПС возд-ют формалином и t˚ Формалин до конечн [] 0,3-0,5% и выдерж до 1 мес при t˚=38-40˚С. Кр. Формалина для инактив-ии исп ß-протеолактон и протеолитич ф-нты(пепсин, трипсин). Сохр токсич св-ва, но не всегда АГ-ные и иммуногенные.

Ассоциир в-ны- пр-ты, в с-в кот вх неск АГ-возб-лей разл инф б-зней.Поливалентн в-ны-сод АГ возб-ля одной инф б-зни, кот быв дост-но разнород=>прих вкл. неск штаммов.

Ассоц в-ны дают возм-сть одновр-но созд-ть иммунитет к ряду заб-ий. 1. Кажд из АГ, кот вх в с-в ассоц в-ны не д подавл специф имм-т против др инф-й (не д проявл антагонистич св-в).

Аэробная система очистки

Основой для очистки явл м/о. Аэробн отн-ся аэробы. 1) С использ-ем перкуляционных фильтров. Поля аэрации (Люберецкая станция)Емкости кот-е забивают пористым материалом(щебень, гравий, ниже слой песка). На эту ёмкость падаётся жидкость, к-я затем механически очищается оч быстро обр-ся  поверхн-ая плёнка, состоящ-я из аэробн м/о(водоросли, бактер). Понижается загрязнённость min в 1 тыс раз. Преимущ-ва метода: простая технология, неэнергоёмкий. Недост-к: значительная территория эффективн в тёпл время года. Избыточное образование активного ила. 2) С использованием прудов-отстойников. Каскадная система. Глубина небольшая≈60-120см=>чтобы сохранить аэробные условия.(постоянное разв-е микрофлоры). Последние трубы > глубокие и чистые Барбатируют(аэрируют) 3) Аэротенки- ферментёры куда в аэробных условиях подаются отходы. Преим-ва: малая площадь, эффективна круглогодична. Есть возможность подбирать м/о для органики. Недостатки: активизирует ил, к-й накапливает радиенцклеиды, соли тяж Ме.      

 В аппаратах метантенках-сбраживающие процессы. Деградация протек в 3 фазы: 1) жидколитная фаза (процесс гидролиза) органич в-во →в ЖК. 20%→ацетат. 4%→водород. 2) происходит образован из ЖК ацетата и водорода. 3) Преобраз ацетат в метан, в водород и углекисл газ-в меньшей степени. Активным илом обогощаются эти стоки. Надо совмещать аэробн и анаэробн системы очистки стоков.
Мутации м/о: спонтан индуцир

Спонтанные мутации-самост-не возн-ют из целенапр вмеш-ва экспериментатора. Скорость спонт мутации в сред 10-6 кл на млн кл-к.  Индуцированные мутации-возн-ют путём целенапр возд-я на популяцию мутагенных ф-ров (физ.,хим.,биол.).

Вкл-е аналогов азотист осн-ий-антиметаболиты. Химич изм-я азот осн-ий (НNO3 нитриты, гидроксиламин). Алкилир-ие аминов (этил,метил,метан,диэтилсульфат и др.) Чтобы выяснить,явл ли в-во мутагеном нужно взять один признак: 1) с какой скоростью данный признак→посмотреть. 2)если скорость мутаций увелич-ся то явл мутагеном. Направленность мутации носит веерообразн ненаправл х-р

Биохимич мутации-проявл в виде изм-я ф и стр-ры колонии образ-ие на пит. cредах. Шерох колонии R вытесн S, m колонии-важно для биол пром-сти. Св-ва бактер-ных кл-к, формир-щих гладкие S и шероховатые R формы колоний.

Св-ва кл-к
S – колонии 
R – колонии 

рост в бульоне
Колонии на глад среде, выпукл с ровн краями
Плоские с изрез краями,зернист морщин пов-ть

рост на агаре
Равномер-е помут н-е незначит оса док
Просветл б-на с обильн порошко видн осадком

суспензия агар к-ры в физ р-ре
Равномерн муть
Колонии быстро оседают, осадок в виде хлопьев

морфолог кл-к
Типично для вида
Полиморфны

наличие жг-ков у подвиж видов
Имеются, подвижны
Могут отс-ть, подвижн-ть утрачив-ся 

налич капсулы
выражена
Отсутствует

Аг-ная активность
Хор выраж, строг специфичность
Слабо выраж

Вирул-ть
Хор выраж 
Слабо вирул-ны

Уст-ть к фаго цитозу
Слабо фаг-ся
Легко фаг-ся

П-д выделения от больных жив-х
Выд-ся в острой стадии б-зни
Выд-ся в стадию вызд-я и при хро  нич теч-нии б-ни

Оценка мутации-увелич-е вирул-сти (+ или -) Что за м/о, для чего исп.

В-ны искусств АГ, рибосомальн в-ны

1. В-ны искусств АГ.Созд-е этих в-н предусм синтез аналогов природн АГ, ответственных за обр-е иммунитета к тому или иному возб-лю инф б-зни. 1) Выд БА АГ возб-лей; 2) Расшифровка молекуляр АГ. 3) искусств с-з а)химич; б)генноинженерный.

-Конъюгированные АГ-синт не целые АГ, а только гаптены;  -синтетич белки;  -синтет полиаминокислотные АГ;  -конъюганты полиаминокислотных АГ-нов;  -синтетич полисахариды;  -искусств м-лы, кот не им природ аналогов;  -поливинил-усил ф-ю Т-хелперов, сп-ют вз-ю Т-и В- лимф-в=>ув-я число АТ- образующих кл-к

2. Субклеточн и рибосомальные в-ны. Рибосомальные в-ны- в кач-ве иммуноген начала сод рибосомы бакт кл-к. Из их сод-го берут рибосомы, их исп в кач-ве АГ-ного начала. Не обл токсич св-ми и малореактогенны. Обл достаточно выраж иммуногенностью. Индуц перекрест имм-тк разл сероварам возб-ля.

Реверсия и реверантные штаммы м/о 

Первонач. св-ва восст-ся. Происх частичн восст-е мутации. Такие мутации- супрессорные реверсии=> реверанты-полученные авирулентные штаммы.Живые в-ны против сальмонеллёза телят, поросят и т.д.

Анаэробная система очистки

В аппаратах метантенках-сбраживающие процессы. Деградация протек в 3 фазы: 1) жидколитная фаза (процесс гидролиза) органич в-во →в ЖК. 20%→ацетат. 4%→водород. 2) происходит образован из ЖК ацетата и водорода. 3) Преобраз ацетат в метан, в водород и углекисл газ-в меньшей степени. Активным илом обогощаются эти стоки. Надо совмещать аэробн и анаэробн системы очистки стоков.

Основой для очистки явл м/о. Аэробн отн-ся аэробы. 1) С использ-ем перкуляционных фильтров. Поля аэрации (Люберецкая станция)Емкости кот-е забивают пористым материалом(щебень, гравий, ниже слой песка). На эту ёмкость падаётся жидкость, к-я затем механически очищается оч быстро обр-ся  поверхн-ая плёнка, состоящ-я из аэробн м/о(водоросли, бактер). Понижается загрязнённость min в 1 тыс раз. Преимущ-ва метода: простая технология, неэнергоёмкий. Недост-к: значительная территория эффективн в тёпл время года. Избыточное образование активного ила. 2) С использованием прудов-отстойников. Каскадная система. Глубина небольшая≈60-120см=>чтобы сохранить аэробные условия.(постоянное разв-е микрофлоры). Последние трубы > глубокие и чистые Барбатируют(аэрируют) 3) Аэротенки- ферментёры куда в аэробных условиях подаются отходы. Преим-ва: малая площадь, эффективна круглогодична. Есть возможность подбирать м/о для органики. Недостатки: активизирует ил, к-й накапливает радиенцклеиды, соли тяж Ме.

Конъюгация

Генетические рекомбинации- вар-нт наследств-й изм-сти при кот фрагмент ДНК перед-ся из кл-ки донора в кл-ку реципиент, и последняя приобрет часть св-в кл-ки донора. Сущ-ют разл вар-нты отл мех/мом передачи ДНК. 3 разновидности генетич. рек-ции: 1. Конъюгация-разнов-сть генет рек-ции, при кот фр-нт ДНК от донора к реципиенту перед при непосред контакте кл-к ч/цитоплазматич мостик

Кл-ми-донорами м/б кл-ки, у от им пол ф-р или F+ .F-ф-р-плазмида опр-ет сп-ть кл-ки быть донором, отдать мат-л др. кл-ке. При конъюгации передача от донора к реципиенту приближ к 100%. Перед. плазмиды, кот перед самст-но-конъюгативные плазмиды; не спос перед самост-но-трансмиссивные плазмиды. М.перед-ся часть хр-м ДНК. Есть пл-ды, кот м встраиваться в ДНК- эписомы.

2.Трансдукция –разнов-сть генет рек-ции, при кот фр-нт ДНК перед от донора к реципиенту при пом фага. Умерен фаги. ДНК фага встраив в ДНК кл-ки и некот кол-во вр-ни ничем себя не проявл. Кл-ки поражён фагами-лизогенные. Но стоит попасть др ф-рам, фаги покид ДНК и нач проявлять свою акт-сть. Аналогично с эписомой фаговая ДНК м захватить м-лы, часть упак в обол-ку, после гибели пораж кл-ки, др кл-ки встраив точно также из кл-ки донора в кл-ку-реципиент. Различ специф и неспециф  трансдукции: 1) при неспец тр-ции от донора к реципиенту перед случайные уч-ки ДНК, вер-сть 10-6-10-8.  2) при спец-перенос строго опр-х фр-нтов ДНК.

3.Трансформация-разнов-сть генет рек-ции, при кот реципиент поглощает внеклет ДНК кл-ки донора.

Кл-ки, кот сос-ны поглощать своб внекл ДНК-компетентные кл-ки. Проник-ие ДНК внутрь кл-ки. Компет кл-ки как пр-ло имеют повыш чувст-ть к осмотич шоку. Чаще всего у них неполн-ю сформ клет стенка. Макс-но кол-во компет кл-к в популяции набл в фазу логарифм роста. В селекц работе комп-сть м повысить: кл-ки обраб-ть СаCl2 ,солями Li, щелочн буфер рН=8,3-8,9; глубокое замораж-е с быстрым оттаив-ем(жид.   N2→t>40ºС). Рекомб-ции,как самопроизв., так и выз селекционно, возм-ны только м/близкородственн м/о-мами, имеющ выс гомологию ДНК одного вида, рода; разные рода-нет. Негомологич ДНК внутри кл-ки молчит.    
Субъединичные, генноинженерные в-ны

 Субъединичные вирусные в-ны.В-ны, сод вирионы. Созд-е пр-тов из отдел стр-р вирионов. Технол пр-сс: 1. Пол-е к-р кл-к или эмбрионов, кот зараж вирусом. 2. Очистка вируса, получ на этих средах. 3. Увелич [] в 30-50 р. 4. Дополн очистка вируса. 5. Разрушение вируса. 6. Извлеч-е АГ, кот б признаны протективными. 7. Стерил-ют путём фильтрации. 8. В сл-е необх-сти-сорбция. 9. Контроль готового биопр-та.

Генноинженерные в-ны-Принцип: 1) Выд природ генов, кот опр-ют с-з протективных АГ. 2) Созд-е рекомбинант м-лы ДНК. 3) Встройка этой ДНК в к/либо живую стр-ру. 4) пол-е необх АГ. 5) Культ-ие бакт-й на ПС и с-з ими защитн белков.Если это вирусы, то после их размн-я они сами исп-ся. Против клещевого энцефалита, ящура, против лейкоза. 5) ДНК-вакцины ДНК-возбудителей→в др живые с-мы и кормовые к-ры. м/б получ пр-ты, кот встр в раст-е, кот накапл протектив АГ.

Питат-е среды и условия роста м/о

Пит.в-ва –раств. В воде соед-я, из кот-х орг-мы строят свои кл-ки и получают энергию. 1. В ПС д-ны иметься все эл-ты, из кот-х стр-ся кл-ки. 2. Назв выше эл-ты д/б в такой форме, в кот они кл-ке доступны. Химич эл-ты: 1.макроэлементы (10) C,O2, H2,N2,S,P,K,Ca,Mg,Fe; микроэл-ты:Mn,Mb,Zn,Cu,Co,Se,Cl,Ni, Wn. В осн в ПС доб соли макроэл-тов, микроэл-нты-примеси. Ист-ки С и энергии: Из орг в-в кот также служат будучи окислителями, ист-ками Е. Осн орг в-ва-целлюлоза, крахмал (полимеры, мономер-глюкоза=>знач часть м/о усв глюкозу).

Ист-ки N2 и S: в кл-ках оба эл-нта сод в востановл форме (сульфгидрил или аминогидр). Поглощ в осн в окисл форме. Ист-ки O2: помимо атомарного O2  в воде и СО2, есть молек O2 (осн роль- окисл-е орг субстратов). –Аэробы растут то/ко в прис-ии мол O2  . Пол-ют Е окисл-ем субстрата. –Облигатн анаэробы- растут то/ко в отсут-е мол O2. Субстрат сбраживают. –Факультативн анаэробы обл 2-мя ф-ми спос окислять суб-т в прис-ии O2  и суб-т сбраживать в отс-ие O2 . –Аэротолерантные молочнокислые бакт-и- сбраж суб-т в прис-ии O2.  –Микроаэрофилы нужд-ся в молекулярном O2 но для их роста треб-ся неб его [] (≈ в 10р <, чем для обычн м/о). Добавочные в-ва (ф-ры роста): вх в осн с-в кл-к, но далеко не всеми кл-ми м синт-ся самост-но. I.а/к-ты; II.азотист.осн-ия; III.Витамины. М/о-мы треб-щие тот или иной ф-р роста-ауксотрофные. М/о-мы не нужд в том или ином ф-ре роста-прототрофные. Физиология роста и фазы разв-я  популяции в ПС. Под ростом понимают-ув-е кол-ва живого в-ва,цитопл массы, V. Размн-е-увелич-е числа кл-к в поп-ции. 

 В биол пром-ти культивирование производственных штаммов м/о-ов осущ-ют на спец-х пит-х ср-х, основой для пригот-я к-х служат простые пит-е среды. Наи> распростр-ми явл-ся: мясная вода; мясопептонный бульон (МПБ); мясопептонный печеночный бульон (МППБ, или среда Китт-Тароцци); мясопептонный агар (МПА); полужидкий агар; питательная желатина; ферментативный перевар мяса по Герману; обезжиренное молоко; гидролизованное молоко; и др.

Трансдукция

Генетические рекомбинации- вар-нт наследств-й изм-сти при кот фрагмент ДНК перед-ся из кл-ки донора в кл-ку реципиент, и последняя приобрет часть св-в кл-ки донора. Сущ-ют разл вар-нты отл мех/мом передачи ДНК. 3 разновидности генетич. рек-ции: 2.Трансдукция –разнов-сть генет рек-ции, при кот фр-нт ДНК перед от донора к реципиенту при пом фага. Умерен фаги. ДНК фага встраив в ДНК кл-ки и некот кол-во вр-ни ничем себя не проявл. Кл-ки поражён фагами-лизогенные. Но стоит попасть др ф-рам, фаги покид ДНК и нач проявлять свою акт-сть. Аналогично с эписомой фаговая ДНК м захватить м-лы, часть упак в обол-ку, после гибели пораж кл-ки, др кл-ки встраив точно также из кл-ки донора в кл-ку-реципиент. Различ специф и неспециф  трансдукции: 1) при неспец тр-ции от донора к реципиенту перед случайные уч-ки ДНК, вер-сть 10-6-10-8.  2) при спец-перенос строго опр-х фр-нтов ДНК.

3.Трансформация-разнов-сть генет рек-ции, при кот реципиент поглощает внеклет ДНК кл-ки донора.

Кл-ки, кот сос-ны поглощать своб внекл ДНК-компетентные кл-ки. Проник-ие ДНК внутрь кл-ки. Компет кл-ки как пр-ло имеют повыш чувст-ть к осмотич шоку. Чаще всего у них неполн-ю сформ клет стенка. Макс-но кол-во компет кл-к в популяции набл в фазу логарифм роста. В селекц работе комп-сть м повысить: кл-ки обраб-ть СаCl2 ,солями Li, щелочн буфер рН=8,3-8,9; глубокое замораж-е с быстрым оттаив-ем(жид.   N2→t>40ºС). Рекомб-ции,как самопроизв., так и выз селекционно, возм-ны только м/близкородственн м/о-мами, имеющ выс гомологию ДНК одного вида, рода; разные рода-нет. Негомологич ДНК внутри кл-ки молчит.

1. Конъюгация-разнов-сть генет рек-ции, при кот фр-нт ДНК от донора к реципиенту перед при непосред контакте кл-к ч/цитоплазматич мостик

Кл-ми-донорами м/б кл-ки, у от им пол ф-р или F+ .F-ф-р-плазмида опр-ет сп-ть кл-ки быть донором, отдать мат-л др. кл-ке. При конъюгации передача от донора к реципиенту приближ к 100%. Перед. плазмиды, кот перед самст-но-конъюгативные плазмиды; не спос перед самост-но-трансмиссивные плазмиды. М.перед-ся часть хр-м ДНК. Есть пл-ды, кот м встраиваться в ДНК- эписомы.

КЛЕТКИ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ.

Лимф-ты,им специф-е рецепторы для определ-х АГ.Лимф различаются по специфичности своих рецепторов,и по их функц-м св-вам. Разл 2 класса лимф-в:В-лимф, к-е яв-ся предшественниками антителообразующих кл-к, и Т или ,тимус-зависимые, лимф к-е подразд-ся на ряд подкл. Также известны природные киллеры, способные убивать -некот виды опух-х клеток. В функцион-м отношении кл иммунной сист раздел на 2-категории: регуляторные и их предшественники и эффекторные и их предшественники. Ф-ии регуляторных кл осущ-ют в основном Т- и В-лимфоциты-и-макрофаги. Характеристика В-лимфоцитов. Предшественник В-клетки в ходе дифференцировки стволовых клеток в фабрициевой сумке у птиц превращается в В-лимфоцит, затем мигрир в лимфоузлы и селезенку, где выполн специф ф-ии.По функцион-м св-вам выд: В-хелперы- «представляющие» антиген Т-клеткам; В-супрессоры, принимающ участ в регул иммун ответа; В-киллеры, осущ-щие антителозависимый цитолиз клеток-мишеней, и В-кл-ки-иммунной памяти. Эффекторными кл-ами  В-лимфоцитов явл-ся АТ-телообразующе кл-ки синтезирующие АТ одной специфичности. Т-лимф-ты, образ-ся из стволов  кл-к кроветворной ткани. Предш-ки Т-лимф-ов поступ в тимус, дифференцируются и выходят в виде кл-к с различн фунми.Сущ-ет.Т-хелперы регуляторн вспомогательн кл-ки, стимулируют В-лимф к пролиферации и дифферен цировке в антителообразующие кл-ки. Т-киллеры осущ-ют клеточн формы иммунного ответа. Эти к-ки распознают и лизируют клетки, на поверхности к-х им-ся чужеродные для данного организма АГ. Т-усилители. активизируют иммунный ответ. Т-супрессоры. обеспеч внутреннюю саморегуляцию системы иммунитета. С одн стороны, они ограничивают имм-й ответ на АГ, с др стороны, предотвращают развитие ауто иммунных реакций.Они тормозят выработку АТ, развитие гиперчувствительности замедленного типа. Нулевые клетки. Это лимф, не имеющие отличительных маркеров Т- и В-лимфоцитов. Они способны осущ антителозависимый лизис клеток-мишеней при наличии специфических против данных клеток антител. Макрофаги. развив из миелопоэтической стволовой кл-ки костного мозга, проходя этапы: промоноцит, циркулирующий моноцит — тканевой макрофаг. Это-третий тип клеток, участвующих в формировании гуморального и клеточного иммунных ответов. Макрофаги необходимы для образования АТ.
Методы опр числа бактерий

При опр-ии числа кл-к или кол-ва бактер массы польз-ся гомогенной суспензией кл-к в к-либо жидк среде. Число клеток (концентрацию бактерий) выражают в 1 мл, а кол-во бактер массы - мг в 1мл.Общ число бактер кл-к опр-ют путем прямого подсчета, или косвенными методами. Для прямого подсчета бактериальных клеток в суспензиях пользуются электронным счетчиком или микроскопическим методом,тогда подсчит-ют отдельн кл-ки в точно измеренном малом V суспензии, который вносят в спец-е счетные камеры. Косвен явл-ся мет опр-я общ числа бактер-х кл-к с пом оптич-х стандартов мутности и нефелометрический метод.Число живых клеток опр-ют по числу колоний, образуемых при высеве исследуемых суспензий на плотн или полужидк питат среды. Считают, что каждая изолированная колония образ-сь из одной бакт-ой кл-ки. Определение бактериальной массы прямыми и косвенными методами:прям мет осн на опр-ии сырой или сухой массы бактер кл-к, определении общего азота (метод микро-Кьельдаля и микродиффузионный), общего углерода, бактер-го белка, содержащихся в биомассе. Косвен мет осн-ны на опр-ии показ-лей интенсивности метаболизма клеток, кот имеют пропорциональную зависимость со скоростью роста и приростом биомассы и могут служить адекватной мерой биомассы. К таким показ-ям относ кол-во поглощенного О2, количество образованных СО2, органических кислот, других метаболитов. Эти показатели опр-ют титрометрическими, электрохимическими и др мет-и. В практич-х биотехнологич-х процессах предпочтение отдается косвенным методам опр-я кол-ва биомассы. 

Трансформация

Генетические рекомбинации- вар-нт наследств-й изм-сти при кот фрагмент ДНК перед-ся из кл-ки донора в кл-ку реципиент, и последняя приобрет часть св-в кл-ки донора. Сущ-ют разл вар-нты отл мех/мом передачи ДНК. 3 разновидности генетич. рек-ции: 3.Трансформация-разнов-сть генет рек-ции, при кот реципиент поглощает внеклет ДНК кл-ки донора.

Кл-ки, кот сос-ны поглощать своб внекл ДНК-компетентные кл-ки. Проник-ие ДНК внутрь кл-ки. Компет кл-ки как пр-ло имеют повыш чувст-ть к осмотич шоку. Чаще всего у них неполн-ю сформ клет стенка. Макс-но кол-во компет кл-к в популяции набл в фазу логарифм роста. В селекц работе комп-сть м повысить: кл-ки обраб-ть СаCl2 ,солями Li, щелочн буфер рН=8,3-8,9; глубокое замораж-е с быстрым оттаив-ем(жид.   N2→t>40ºС). Рекомб-ции,как самопроизв., так и выз селекционно, возм-ны только м/близкородственн м/о-мами, имеющ выс гомологию ДНК одного вида, рода; разные рода-нет. Негомологич ДНК внутри кл-ки молчит.

1. Конъюгация-разнов-сть генет рек-ции, при кот фр-нт ДНК от донора к реципиенту перед при непосред контакте кл-к ч/цитоплазматич мостик

Кл-ми-донорами м/б кл-ки, у от им пол ф-р или F+ .F-ф-р-плазмида опр-ет сп-ть кл-ки быть донором, отдать мат-л др. кл-ке. При конъюгации передача от донора к реципиенту приближ к 100%. Перед. плазмиды, кот перед самст-но-конъюгативные плазмиды; не спос перед самост-но-трансмиссивные плазмиды. М.перед-ся часть хр-м ДНК. Есть пл-ды, кот м встраиваться в ДНК- эписомы.

2.Трансдукция –разнов-сть генет рек-ции, при кот фр-нт ДНК перед от донора к реципиенту при пом фага. Умерен фаги. ДНК фага встраив в ДНК кл-ки и некот кол-во вр-ни ничем себя не проявл. Кл-ки поражён фагами-лизогенные. Но стоит попасть др ф-рам, фаги покид ДНК и нач проявлять свою акт-сть. Аналогично с эписомой фаговая ДНК м захватить м-лы, часть упак в обол-ку, после гибели пораж кл-ки, др кл-ки встраив точно также из кл-ки донора в кл-ку-реципиент. Различ специф и неспециф  трансдукции: 1) при неспец тр-ции от донора к реципиенту перед случайные уч-ки ДНК, вер-сть 10-6-10-8.  2) при спец-перенос строго опр-х фр-нтов ДНК.

ГУМОРАЛЬНЫЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ОТВЕТ.

При контактах АГ с имм сист-й развив имм ответ в виде гуморального ответа, сопровождается синтезом АТ В рез-те клеточн иммун ответа появл эффекторы в виде АТ, белковых мол-л,к/е способны специфически распознавать АГ,реагировать с ними и нейтрализовать их инф действ-е если это патогенн бактерии или вирус, либо нейтрализовать токсины этих микробов коопер кл-у след-я:На I этапе АГ представ на пов-ти макрофага распознаётся Т-хелперами или В-лимф-ми. Процесс происх с участием компл гистосовместимости. Т-хелперы получив АГ-ую инф-ю передают её В-лимф-м, путём обр-я м/ж ними антигенного мостика или путём секреции растворимого эпитопа вместе с АГ гистосовместимости. На 2 этапе Т-хелперы и макрофаги в рез-те межклеточн взаимод-й выделяют БАВ не специфич стимулирующие пролиферацию В-лимф-в с образованием в конечном итоге клона плазматических кл-к к/е облад способностью синтезировать АТ против данного АГ. В итоге иммунного ответа образ-ся целый ряд клонов плазматических кл-к каждая из которых синтезирует узкоспецифические АТ против определённого эпитопа.,т/о иммун сыворотки содерж АТ являются поликлональными т/е содержащие АТ против различных эпитопов,к/е имеются в составе микробных кл-к. такой тип гуморального иммун ответа назыв Т-зависимым, поскольку в его реализации обяз-но участие Т-лимф-в.Также сущ-ет Т-независим гуморальн ответ т/е при котором образование плазматических кл-к,синтезир-х АТ, происходит без участия Т-лимф. Благодаря присутствию Т-независимых АГ способных активировать В-лимф без участия Т-лимф. 

Рост бактерий в период-ой культуре

Периодич культ-ие-сп-б культ-я, пр кот-м после засева м/о в ПС > ничего не добавляют и ничего не удаляют. ПС при этом из оптим-ой для роста и размн-я м/о превр-ся в неблагопр вплоть до полной гибели м/о. Поп-ция м сущ только опр п-д времени.

                                       I-лаг-фаза(фаза адаптации)-от момента                                                                                                                                                 н                                         внеесения посев мат-ла до начала max 

                                           роста и размн-ия кл-к. Начало фазы-

                                           кл-ки не растут и не размн-ся м произ

                                           ойти частичн лизис кл-к.

                                       Во 2-м этапе кривая идёт вверх. Кл-ки                                                             

                                        нач размн-ся. Обр-ся продукция ф-нтов суб-тов. В 8-12р>кол-во м-РНК, что указ-ет на участие РНК в с-зе ферментных белков.(рез-т для ф-нтов).II.фаза логарифмического роста. Х-ется постоянной max-ой скоростью деления кл-к. Прирост кл-к в геометр прогрессии. К-ра почти на 100% сост из живых кл-к. Удельн скорость роста max-на для д к-ры в д усл-ях культив-ия, п-д генерации min. III.-фаза «-» ускорения. Не все кл-ки интенс растут. Существ-ая часть кл-к нач погибать. Это св с тем, что ПС истощается и накапл токсичн метаболиты (изменрН). IV.фаза стационарного max-ма. Не ув-ся в к-ре кол-во живых кл-к, хотя биомасса растёт. Устан динамич равновесие м/живыми и погибшими кл-ми.

V-фаза ускорения гибели. Число погибающих кл-к> числа обр-хся. VI-фаза логарифм.гибели-число погибших кл-к растёт. ЦЕЛЕВЫЕ ПРОДУКТЫ: первичн и вторичн мет-ты. Первичн- обр в фазу логарифм роста. С-з носит анаболич х-р. Б-во изобр первич мет-в жизненно важно для ж/д-сти кл-ки- продуцента. (Орг к-ты,витамин). Вторичн-обр. в фазу стац max-ма. Биос-з им катаболич х-р. Для ж/д-сти кл-ки-продуцента необяз (спирты, пептоны, антибиотики и др.) 

Методы селекции м/о.

1. Естественный отбор→естест-но возникающая изм-сть. Исп-ся в тех сл-ях, когда нужный признак в то же время полезен м/о и сообщает ему дополнит возм-сть выживать в усл-ях внешн среды. Пример: Естеств возн-щая изм-сть- спонтан. мутации, рекомбинации. Селекц-р предоста-ет в усл-ях внеш среды поп-ции. Пример: Нужный м/о, устойчивый к антибиотику. Готовим: пит среда+антиб-к. Если есть мутация,рекомбинация→выжили на среде с антиб-ком. 2.Искусств отбор естест-но возникающей изм-сти.Исп-ют,когда нужный сел-ру признак не придаёт кл-ке дополн сп-сти к выжив-ю во внеш среде. Пример: ↑ или ↓ вирулентности штамма, клонируем к-ру. Селекция осущ. путём изуч-ия отдел клонов поп-ции- их св-в. КЛОН- потомство кл-к, облад одинак генотипом.

Мы: высев., выделяем отдельные колонии (клоны), изуч ж-х. ΑD50, αD100. Этот сп-б селекции эфф-н тогда, когда признак в популяции неоднороден. 3.ступенчатый отбор с использ-ем мутагенных ф-ров.
Клонируем различные колонии,отбираем с усилившимся пр-ком, действуем мутагеном, отбираем и т.д.

4.Селекция путём получения рекомбинативных кл-к.

5.Селекция с прим-ем генной инженерии (с рекоминантной ДНК).

2 ВОПРОСА НЕТ ОТМЕНЁН

Влияние []пит в-в на скорость роста

Асинхронный рост, или неодновременное деление клеток данной культуры. С ростом биомассы одних кл-к, происх увелич-е числа кл-к в поп-ции за счет деления др-х. Такой рост возможен в том случ, если пит-я среда сбалансир-на по всем комп-ам, необходимым бакт-ой кл-ке для роста и размн-ия. =>нелимитированность пит среды по к-либо пит-му комп-ту - одно из основ-х усл-й достижения max-ных скоростей роста микробной популяции.Если пит среда лимитирована по к-либо пит-му комп-ту, то скор-ть роста замедл-ся вплоть до остановки роста после полной утилизации этого компонента.Снач происх-ит рост культуры за счет использования глюкозы. Во время наступающей лаг-фазы происх-ит включение новой ферментной системы, участвующей в метаболизме лактозы, и накопление биомассы продолжается за счет потребления этого сахара.[] питат-х вещ-в в среде моно влиять на скорость роста и  на процессы биосинтеза тех или иных продуктов метаболизма.Если речь идет о необход-ти с-за первичных метаболитов, то различн спос-ми удлиняют фазу логарифмич роста. Если целевым продуктом явл-ся вторич метаболиты, то меняя параметры культивирования, концентрацию питат-х вещ-в, добив-ся неоптимальн условий для роста микроорганизмов, но оптимальн для биос-за определен-го продукта. Для этого некот комп-ты пит среды д/быть в недостатке, чтобы основное исходное сырье перерабатывалось биомассой в целевой продукт.

СИНХРОННЫЙ РОСТ К-РЫ. Обычн рост к-ры-асинхронный. Синхронно-одновременно. В одну и ту же ед-цу вр-ни в к-ре нах разн кл-ки:молодые, делящ-ся, растущ-е (в естеств усл-ях). При синхр росте дел-е кл-к и увел-е происх одновременно. На участке Х-рост кл-к и увелич-ие цитоплазм массы. Синхр рост пол-ют в лаб усл-ях для получ-я одинак кл-к, т.е кл-к,нах-ся в одном физиологич сост-ии, на опред стадии развития. Способы синхронизации роста м/о.  1.Для к-р, обр-щих споры, созд. неблагопр для роста усл-я и переводят к-ру в споровое сост-е. Затем усл-я оптимиз-ют  и споры одновр-но прораст  и растут синхронно (ч/з5-7 циклов- обычн асинхр рост). 2. Осн-н на явл-ии диауксии(росте с некоторыми промежутками), т.е последоват исп-ии субстратов. 3. Распростр м-д-путём центрифугирования в градиенте ρ. Ч-цы с разн удел плотностью осед с разн скоростью в жид среде с повыш вязкостью(р-ры углеводов)

Генетическая инженерия

I.Получ-е фр-нта ДНК, кодирующего интересующее св-во. II. Пол-е in vitro рекомбинантной м-лы ДНК, сост из векторной ДНК и фр-нта ДНК, полученного на I этапе. III. Введ-е рекомбинантной ДНК в живую кл-ку. IV.Клонирование. 

Ген рекомб-ии возм., если ДНК донора и рец-нта высоко гомологичны (имеют сходство). Генноинженерн техн-я позв. переносить ДНК во все живые орг-мы. Ген инф-я у всех живых орг-в предст нулеин а/к-тами.У всех ген код-триплет.  Энерг обмен осущ с пом-ю м-л АТФ, АДФ. С-з макром-л подч единой закон-сти (репликация, транскрипция, трансляция): для этих пр-сов важным явл. посл-сть нукл-дов в середине пр-сса.

I. получен фрагмента ДНК. В генноинж. техн-ии-наз:ист-ки ДНК для клонирования. Им 3 сп-ба пол-ия таких фр-нтов:1. Самый простой-природн: ДНК(извл из живых кл-к) 2.химико-ферментативн с-з генов (в нашей стране-20 лет назад в 1983г.- с-з лейкоцит. интерферона) нужно знать нуклеот посл-сть либо а/к-тную посл-сть белков.3.обратная транскрипция с м-РНК. Этим сп-бом польз в тех сл-ях, когда необх-мо перенести фр-нт ДНК эукариотич орг-в к прокариотическим. Обр-я тр-ция- с-з ДНК с м-РНК. Дан пр-сс был подсмотр в пр-де (у онкогенных вирусов)

Гены им опр чередующ уч-ки-экзоны и интроны. Экзоны-уч-ки, нафаршир триплетами, кодир-ми а/к-тные посл-сти. Интроны- не код ни одной а/к-ты. С-з м-РНК с теми же интронами и экзонами. При появлении интрона прекр-иясчитывания инф-ции. Уч-ка после транскрипции РНК на рибосомы не идёт. Опр ф-нты вырезают интрон зоны, и зрелая м-РНК идёт на рибосомы. У бактрер кл-ки таких процессов нет. Для 3-его сп-ба исп-ют зрелые м_РНК. Вырезают интронные зоны ф-нты рестиктазы. Они разрезают ДНК в строго опр-м месте. У бакт выд >500 разл рестиктаз.

Биотехнол сыв-ток и гаммаглобулинов.

 Дан биопр-ты примен для создан пассивн имм-та при проф-ке или лечении бактериальн и вирусн инф. Под пассивной иммунизацией понимают введение готовых иммуноглобулинов (антител) животному. Пассивный иммунитет возникает ч/з 20-24 ч после инъекции и длится максимум 2-3 недели. Иммун сыв-ки получ путем многократ введен АГ животным-продуцентам. По направлен д-я имм сыв-ки разд-ют на антибактериальные, антитоксические, антивирусные. Контроль    сывороточных    препаратов включ в себя проверку на стерильность, бевредность и специфич активность.Стерил-сть преп-в провер посевом на пит ср (МПА, МПБ, МППБ). Безвредность контролируют введ сыворотки морским свинкам. Активность антитоксических и ряда противовирусных сывороток определяют в реакциях нейтрализации. Иммун сыв-ки пол-ют путем гипериммунизации животных соотв-ми АГ по специальным схемам. Иммунн сыв-ки содержат специфич-е АТ против соотв-х возб-й. При введен иммун сыв-ки больн жив-му она оказ-ет лечебное д-е, при введ с профилактич-созд-ся пассивн иммун ч/з несколько часов после введ, продолжительность кот-го до 14 дней.

Иммуноглобулины (гаммаглобулины) используемые для лечебных целей, представляют собой водный раствор глобулиновой фракции белка сыворотки крови жив-х, кот содержит гамма- и бета-глобулины. Иммуногл изготавливают из гипериммунных сывороток, применяют с лечебн и профилактич целью. В наст время примен неспецифический нормальн глобулин, содержащий комплекс гамма- и бета-глобулинов, полученных из белков сыв-ки крови здоров жив-х, он повышает естественную резистентность организма. По хим сост-ву явл гликопротеидами,т/е сост из белка и олигосахаридов.АТ по подвижнлсти относ к гамаглобулинам. Иммуноглобулины явл синон АТ сост из мономеров, стр-ра к-х в общем виде:белк часть сост из4 полипепт цепей (2-х тяжёлых и 2-х лёгких к-е соед-ся дисульфидными мостиками. В их стр-ре выд-ют гипервариабельную и константную часть.  Гипервариаб уч-ки прин уч-е в формировании активного центра АТ Все АТ подразд на классы: JgM- АТ принадлеж-е к этому кл при первичном иммунол ответе синтезируются первыми,поэтому их наличие говорит об остром инф процессе Jg этого класса уч-ют в серологич-х р-ях, обладают защитным д-ем.; JgGколичественно преобладают при первичн иммун отв синтезир позднее чем ↑,поэтому их наличие говорит о недавно перенес заб-ии., JgA или секреторные Jg , присутств на пов-ти  слиз об-к  в слюне, молоке слёзах, обеспечивая местный иммунитет,т/е обеспечив защиту слиз об-к. Jg этого класса нах/ся в виде мономеров в крови жив-го а в секретах в виде димеров;  JgE обл-ют спос-тью связ-ся с тучными кл-ми и базофильными лейкоцитами. В рез-те такого связ-я кл-ки нач-ют выделять БАВ из группы аминов к-е вызыв увеличение просвета венул,↑ прониц стенок., JgD-точная биол роль не уст-на. 

Непрерывное культивирование м/о

 Преим-ва непрер культив-я: 1. возможность специализ-и апп-ры для кажд стадии непрер пр-сса; 2.пр-сс стабилиз-ся во времени; 3. улучшение кач-ва целевого продукта; 4. легкость регулировки; 5. возможность автоматизации пр-сса.
Принцип непрерывного культ-я микробов сост в том, что в сосуд, где размнож-ся м/о-мы, непрерывно подается свежая пит сред и одновр-но вытекает такой же объем культуры. По такому принципу организ-ся 2 разновид-ти технич решения процесса непрер культив-ия: технология полного вытеснения и технология полного смешивания культуры. Технология полного вытеснения к-ры. Исп трубчатые ферментёры (гориз или вертик)

Изменяя скорость подачи S0 и Xo –F моно изменять t нахожд-я в ферментёре. Воспроизв кривая роста, но не во времени, а в пр-ве. Не доб О2, не перемеш к-ру.Культ-ют факульт.,облигатн анаэробы. Для аэробов исп-ют батареи обычн ферментёров.

В каждом ферментёре к-ра нах-ся на опр стадии роста.

Технол-я полного смешивания к-ры.Обяз-но к-ра перемеш-ся.Посевной мат-л вносится 1 раз(постоянно не вносится) Нет распред-я по зонам

На выходе м культ-ть в любой точке лаг-роста.

Изменяем F (скорость подачиS0)

Это равновесное состояние культуры. Если любой (X,S) из пок-лей наруш-ся, культ-е невозможно. Если Х опуск-ся до 0-вымывание к-ры. Если Х повыш, то культура истощ и культ-е уже не периодич., а обычн продлённое периодич культ-е.

Если S↑,то X↓;           ЕслиS↓ когда X↑. Экономический коэф-нт для непрерыв культ-я:

Генетическая инженерия

I.Получ-е фр-нта ДНК, кодирующего интересующее св-во. II. Пол-е in vitro рекомбинантной м-лы ДНК, сост из векторной ДНК и фр-нта ДНК, полученного на I этапе. III. Введ-е рекомбинантной ДНК в живую кл-ку. IV.Клонирование. 

Ген рекомб-ии возм., если ДНК донора и рец-нта высоко гомологичны (имеют сходство). Генноинженерн техн-я позв. переносить ДНК во все живые орг-мы. Ген инф-я у всех живых орг-в предст нулеин а/к-тами.У всех ген код-триплет.  Энерг обмен осущ с пом-ю м-л АТФ, АДФ. С-з макром-л подч единой закон-сти (репликация, транскрипция, трансляция): для этих пр-сов важным явл. посл-сть нукл-дов в середине пр-сса.

I. получен фрагмента ДНК. В генноинж. техн-ии-наз:ист-ки ДНК для клонирования. Им 3 сп-ба пол-ия таких фр-нтов:1. Самый простой-природн: ДНК(извл из живых кл-к) 2.химико-ферментативн с-з генов (в нашей стране-20 лет назад в 1983г.- с-з лейкоцит. интерферона) нужно знать нуклеот посл-сть либо а/к-тную посл-сть белков.3.обратная транскрипция с м-РНК. Этим сп-бом польз в тех сл-ях, когда необх-мо перенести фр-нт ДНК эукариотич орг-в к прокариотическим. Обр-я тр-ция- с-з ДНК с м-РНК. Дан пр-сс был подсмотр в пр-де (у онкогенных вирусов)

Гены им опр чередующ уч-ки-экзоны и интроны. Экзоны-уч-ки, нафаршир триплетами, кодир-ми а/к-тные посл-сти. Интроны- не код ни одной а/к-ты. С-з м-РНК с теми же интронами и экзонами. При появлении интрона прекр-иясчитывания инф-ции. Уч-ка после транскрипции РНК на рибосомы не идёт. Опр ф-нты вырезают интрон зоны, и зрелая м-РНК идёт на рибосомы. У бактрер кл-ки таких процессов нет. Для 3-его сп-ба исп-ют зрелые м_РНК. Вырезают интронные зоны ф-нты рестиктазы. Они разрезают ДНК в строго опр-м месте. У бакт выд >500 разл рестиктаз.

IV.Клонирование. Поиск кл-к, в кот-х раб. реккомб ДНК. Пол-е колоний и изучение их св-в

Кажд ген нач-ся посл-стью нукл-в,  кот ничего не кодирует- промотор. Он распозн-ся РНК-синтетазой. Если это собств. пром-р (этой кл-ки), то ф-нт распозн его нач расплетения нити и с-з. Пр-сс с-за заканчив при дохождении до терминатора (прекр с-з м-РНК) синтезировалась м-РНК, кот идёт на рибосому. Рибосома тоже д прочитать инф-ию. На ней есть тоже триплет SD-область, кот перен на м-РНК и распозн на рибосоме, кот приступ к с-зу белка. Пром-р и терм-р-сайты, осущ-е контроль за с-зом.  Сущ 3 сп-ба пол-я рекомб ДНК, обесп работу генома люб живой кл-ки.1.

Рестриктазами удаляются собств регулятор области. Эти обл вшивают в родной ген, но осторожно, чтобы не произошло рамки считывания. Синт-ся м-РНК со всеми компонентами, идёт на рибосому=>идёт с-з белка. Белок-гибрид(есть а/к-ты, обусл-ные собств геном  и то, что нас интересует). Чтобы не было анафилаксии, белок нужно чистить. Преимущ-во м-да-простота. 2.м-д прмой экспрессии

У гена вект м-лы удаляют все, кроме П и SD. У интересующ гена- П(рестриктазами). Задача- соединить участки (пол-е гибридной SD-обл). Гибрид обл д распозн-ся рибосомой, что происх не всегда. Достоинство м-да- получение чистого белка, но не всегда распозн SD-область (сложно получить).

В м-лах встр. Уч-ки, где за терм-ром следует SD-обл. Если такие уч-ки обн., то стан возм-но пол-е рек ДНК 3-им сп-бом. SD-обл удаляется.

Перекрытие всего на 1 нуклеотид. Доход до уч-ка Т/П, но с-з РНК продолж. С этой м-РНК с-зируется белок. Получаем чистую экспрессию. Лучший вариант. Пром-р д.б. сильным.

2 вопроса нет

Турбидостатное культивир-е м/о

Предст-ет собой самую простую систему непрерыв культ-я. [] кл-к при турб культ-ии регул-ся постоян подстройкой скор-ти поступления пит-х компон-в. [] биомассы в турбидостате выбирает оператор, а скорость разбавления и [] субстратов поддерживается чтобы сохранялся заданный уровень биомассы.

Турб культ-е осущ-ют когда лимитир фактор не известен или в нем нет необх-ти. Поэтому субстрат добавл-ся в ферментер в избытке. Избыток [] всех питат-х комп-ов среды делает работу турбидостата стабильной. Турбидостат позволяет регулир-ть систему в широких интервалах [] биомассы при скоростях разбавления, близких к Dкр. D этих условиях хемостат наи< стабилен.Скорость разбавления в турбидостате=удельной скорости роста при услов, что X ост-ся постоян велич-й. Сигналом для подачи и регулировки скорости потока среды может быть не только оптич плотность, но и любой параметр среды, -поддающийся измерению электородом, переводящим величину измеряемого параметра в величину электрического потенциала. Поскольку основные метаболические функции (поглощение бактериями кислорода, выделение углекислого газа, изменение рН), тесно связаны со скоростью роста клеток и, в конечном счете, с удельной скоростью роста, культуры, именно эти показатели чаще других используют как измеряемые переменные при регулировке потока среды.
турбидостатное культивирование могут осуществляться одностадийно и двустадийно (т.е. в одном ферментере или двух последовательно соединенных между содой ферментерах). -
Одностадийное хемостатное культивирование применяется при необходимости воспроизвести любую скорость роста культуры, кроме максимальной. Двустадийное хемостатное - позволяет обеспечивать культуры максимальной скоростью роста и даже создать условия для ее превышения.
Одностадийное турбидостатное культивирование используется для получения максимальной скорости роста. При двустадийном турбидостатном культивировании во втором ферментере возможно воспроизвести фазу роста, связанную с синтезом вторичных метаболитов (фазу стационарного максимума).
При низких концентрациях субстрата и при низкой концентрации кл-к моно возвратить в ферментер часть вытекающей из него биомассы. Возврат повышает [] клеток и ускоряет процесс. Вариантов возврата биомассы может быть несколько. Сепарируют вытекающую культуру и сгущенную часть возвращают в ферментер. Устанавливают различные фильтрующие устройства, позволяющие вытекать культуральной жидкости, но задерживающие клетки. 
Генетич инженерия, векторы,ДНК

II.-Пол-е рекомбин. ДНК in vitro из получ на I этапе м-лы и векторн ДНК. ВЕКТОРЫ-неб м-лы ДНК, способные к самост репликации в опр кл-х. Примеры:плазмиды- неб ДНК; ДНК-фагов. Получение рекомбинантн ДНК из этих стр-р.
Лучше исп-ть рестр-зы, кот обеспеч-ют липкие окончания

Объед разрез фр-нты. 1этап-отжиг/м/нукл-дами обр водород связи). Идёт без ф-нтов. 2этап Лигирование-сод-ие в прис-е ДНК-лигазы. Один из спос-бов: вектор вырезают в некот местах, обраб в-р щелочной фосфотазой. Ей удаляем ост-ки фосфорной к-ты самосборка в-ра станов невозм. 2-ой сп-б трансдукции. Эфф-сть м-да: 1:10.

IV.Клонирование. Поиск кл-к, в кот-х раб. реккомб ДНК. Пол-е колоний и изучение их св-в

Кажд ген нач-ся посл-стью нукл-в,  кот ничего не кодирует- промотор. Он распозн-ся РНК-синтетазой. Если это собств. пром-р (этой кл-ки), то ф-нт распозн его нач расплетения нити и с-з. Пр-сс с-за заканчив при дохождении до терминатора (прекр с-з м-РНК) синтезировалась м-РНК, кот идёт на рибосому. Рибосома тоже д прочитать инф-ию. На ней есть тоже триплет SD-область, кот перен на м-РНК и распозн на рибосоме, кот приступ к с-зу белка. Пром-р и терм-р-сайты, осущ-е контроль за с-зом.  Сущ 3 сп-ба пол-я рекомб ДНК, обесп работу генома люб живой кл-ки.1.

Рестриктазами удаляются собств регулятор области. Эти обл вшивают в родной ген, но осторожно, чтобы не произошло рамки считывания. Синт-ся м-РНК со всеми компонентами, идёт на рибосому=>идёт с-з белка. Белок-гибрид(есть а/к-ты, обусл-ные собств геном  и то, что нас интересует). Чтобы не было анафилаксии, белок нужно чистить. Преимущ-во м-да-простота. 2.м-д прмой экспрессии

У гена вект м-лы удаляют все, кроме П и SD. У интересующ гена- П(рестриктазами). Задача- соединить участки (пол-е гибридной SD-обл). Гибрид обл д распозн-ся рибосомой, что происх не всегда. Достоинство м-да- получение чистого белка, но не всегда распозн SD-область (сложно получить).

В м-лах встр. Уч-ки, где за терм-ром следует SD-обл. Если такие уч-ки обн., то стан возм-но пол-е рек ДНК 3-им сп-бом. SD-обл удаляется.

Перекрытие всего на 1 нуклеотид. Доход до уч-ка Т/П, но с-з РНК продолж. С этой м-РНК с-зируется белок. Получаем чистую экспрессию. Лучший вариант. Пром-р д.б. сильным.

Биотехнология пробиотиков

Пробиотики- не подавл.,а стимул рост м/о. Пр-ки лечебно-профилактич пищ добавки микробн происх-ия, чаще сод-щие живые м/о, реже их мет-ты, д-ие кот-х напр на регул-ию кишеч микрофлоры, а ч/нее на регул-ю др органов, сис-м. Микрофлору жив-го орг-ма рассм как сов-сть множ-ва микробиоценозов, заним-х опр эколог ниши на коже и слиз-х всех открытых внешней среде полостей макроорг. Пример: Общ числ-сть м/о у ч-ка –1014 м/о. В к-ке м/о 17 семейств, 45 родов, > 400 видов.

Есть сухие и жидкие пробиотики. Для вет-ии: пропионо-ацидофил. Бульон к-ра (ПАБК), лактицид, закваска жид комбинир Саратовская- 3 (в ней исп ещё и дрожжи), АБК.

Техн-я жид пр-тов наи> прост культ-е м/о на спец средах на основе цельн., гидролиз м-ка; гидролизаты казеина, солодовый гидр-т. После контроля-реализация. Преим-ва:м исп-ть любое оьорудование. Нед-к: плохо впис в техн-ю сухого типа кормления. Из-за больш V треб больш расходы на транспортировки. Срок хранен (max 6 мес). Жидкие проб-ки не сод в своём сос-ве бифидоб., т/к они в жид виде быстро погибают.  Технология сухих пр-тов: бифидобактерицин сухой вет для КРС. Лактобифадол- компл пр-т из неск штаммов (соотв всем треб-ям). Сухие проб-ки лиш нед-ков жидких сохр акт-ть до 1 года. Но техн-я изг-я сложнее: 1. Культ-е произв штаммов. Если их неск., то культ-ть раздельно, заканч в фазе логарифм роста (в её конце). 2. Если пр-ты выпуск в лиофилизированном виде (высушенном), то биомассу разв в защ среде по ампулам и сушат. Таблетированные пр-ты: лиофильн сушка- на лотках. Смешивают: сухой биомассы 2% порошка лактозы, 2% талька, 1% стеаратаСа. Готовят таблетки. Хр без доступа в-ха и влаги. Сыпучие порошки. Биомассу сушат либо распыл-ем, либо на разл в-вах-сорбентах. Готовую массу упак в герметич тару.

Хемостатный сп-б культивирования

Это вар-нт проточного культ-я, при кот равновесное сост-е к-ры достиг-ся за счёт исп-я ф-ров лимитир-х рост к-ры (в-во, вносимое не в оптим., а в min кол-ве). Исп-ся, когда рост к-ры д/б замедлен.U-удельная скор-ть роста            

Хемост-й сп-б культив-я-рост бактер как совокуп-сть реакций метаб-ма, при кот-й скорость роста культуры опред-ся самой медленной из этих реакций. Скорость роста культуры определяется скоростью метаб-ма одного питательного субстрата. Тот субстрат или комп-нт пит среды, метаб-зм кот-го осущ-ся медленнее всего и кот-й, определяет скорость роста бактериальной культуры, принято наз-ть лимитирующим фактором. 
Завис-сть скорости роста культуры от [] лимитир-го фактора установил Моно (формула Моно):

Уравнение Моно лучше всего удовлетворяет условиям при которых µ=D.[] лимитрующего субстрата в среде ограничивает  [] вырастающей биомассы. В случае полного использ-я фактора, лимитирующего рост, прекращ-ся и размнож-е бактерий. [] биомассы в ферментере в равновесном состоянии культуры определяется по формуле:

Таковы основные количественные зависимости, м/ду [] биомассы, []лимитирующего субстрата и удельной скоростью роста культуры. Коэффициент разбавления при котором культура вымывается из ферментера иначе называют скоростью вымывания клеток и обозначают Dкр. Теоретически Dкр = µ max, но поскольку концентрация лимитирующего субстрата в аппарате (S) не может быть больше концентрации его в поступающей среде (So), то

производительность ферментера по выходу биомассы расчитывают по формуле: R = D x X. Зная основные константы (Ks, µmax. У), можно легко расчитать параметры культуры (X и S) для любого значения.Хемостатн культ-е - это проточн культ-я с заданным коэффициентом разбавл, к кот-му подстраивается удельная скорость роста культуры,она м. быть min или близкой к max. При этом задается фактор, кот обусл-ет ограничение [] вырастающей биомассы (лимитирующий фактор). 
Генетич инженерия, экспрессия
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Контроль безвр-ти микроб-х биопр-тов 

Конт-ль безвр биопр-в пров на лабор-х или с/х жив-х. Для жив и инактивир-х вакцин, леч-проф-х сывор и иммуноглоб этот пок-ль опр-ют на осн-ии данных о выживании или гибели прив-х жив-х, клин приз-в их переболевани и др. При реш вопр о безв-ти преп-та учнтывают что поствакцинальные осл-я м б обусловлены:- прям и опосредованным токсич эффектом, степень изменения физиологического состояния животных;- недостаточной аттенуацией культуры вакцинного штамма, кот опред в опытах на жив-х, чувств-х к дан инф;- специфической и неспецифической сенсибилизацией, 

Для опр безв-ти ввод животным парентерально  Дозы преп-та, примен-е при проверке на с/х жив-х, должны превыш рекомендуемые для практич использ-я в 2-10 раз, а при пров на лабор\х жив-х - приближаться к макс переносимым. Срок набл за жив-ми, не <10 дней.К без-ти ант-в: возм осл в вид прям токсич реакций и непрям поб-х реа-й.
Прям токсич обусл-ны м пр-ся пораж почек, печени, нерв и кров с-м, наруш д-ти жкт.Непрям побочн гиперчувств-сть, реакц бактериолиза, дисбактериоз) и др.

Микробиологический контроль. В жив бактерийных и вирусных вакц-х не должно соде-ся посторонней микрофлмры. Инактив в-ны, анат-ны, леч-проф-ие сыворотки и иммуноглобулины должны быть.Чистоту жив и стерильность инактивир в-н, пров-ют высевами на специальныеПС. Для этого применяют МПА, МПБ с глюкозой, бульон и агар Мартена, МППБ под маслом, и др ср, обеспечивающие рост как анаэробных, так и аэробных бактерий и грибов.
Посевы выдерживают при температуре 36-37˚С. Из флаконов с посевами инактив в-н, где нет роста, через 5-6 дней дел пересевы на анал-е среды. Первичные посевы выдерживают 15 дн. Для выясн-я стер-ти антиб-в исп-т, 2 метода. 1 м-д связан с инактивацией ант-ка биологическим инактиватором и послед-м высевом наПС. 2 м-д р-р антибиотиков пропуск ч/з мембранные фильтры с диаметром пор не более 0,75 мкм После этого фильтры переносят на плотные или жидкие питательные среды. 
Культивирование м/о в ферментёрах

Ферм-ры- оборуд для глубин культ-я м/о V до 20 л.. Если рабоч сила > 20 л то наз-ют-реактором. Ферм-р-перемеш-е, аэрация, анаэрация. Перемеш-е-одинак. Усл-я культ-я во всём V. Если нет-мёртв зоны с нед-ком пит в-в, кислорода, что пониж эфф-сть культ-я. В пром культ-ии нач перемеш-ть несразу (ч/3-4 ч)-адаптац., в конце лаг-фазы нач-ся гнездное размн-е м/о к-ра быстрее перех в фазу лаг фазы.

Аэрация:В 1л ПС раств-ся 6,2 мл О2 , ок-ся 8,3 мг глюкозы-это 0,001 часть глюкозы, находящ в ПС. Если не аэрировать ч/неск мин нехватка О2  лимитирует рост. Датчиком О2 д/б >10-15% от его нач [] т/е если нач-6,2, то постоянно д/б 0,62. Ротаметр- измен кол-во прокач в-ха, нужно, чтобы в 1 мин прокач 1,5 V в-ха ( 1 V ПС, если 100л-прокач 150л в-ха).

Анаэробиоз. Ферм-р max-но заполн. ПС/регенерированная-ПС нагр до 60-90˚-вытесн О2  -остывает и сразу засев-ся). V посев мат-ла-10-15% к V ПС. Прокач азот, инерт газы родаются после регенерации. Исп-е в-в восст-лей-цистеин, аск к-та, гликолят, сульфиды. Рег-ция t˚ (терморег-р, термодатчик, термометр).  В реакторах м-д 2- стенок- масла нужной t˚.

РН треб 7,4-7,2(б-во). Грибы-при 6,7-6,9;  Молочно-кислые бакт-ии< 6 (5,5-5,8) При культ-ии-закисл-е среды. рН-электроды («Энголь»-многокр стерил-ция). рН-метля, насосы, подают к-ту или щёлочь (НCl ≤1%, NaOH≤10%).  Автоматич пеногашение, когда кол-во м/о 4 млрд- обильно обр-ся пена. Пеногасители-масла растит, пропенолов.синтетич масла. Стер-ся автоклавированием. Сыв-доб-ся после остывания. Стер-ция-фильлр-ем. Реакторы-текучим паром, дробно подр.

Корпускулярные инактивир вакцины

Корпускулярные пр-ты-этот тип в-н сод цельные кл-ки бакт.

В зав-ти от аттенуации в-ны: 1.гретые (56-60˚С) от 30 мин до 2 ч. Обесп слаб антитоксич д-е. 2. Инактивир в-ны формалином-формол-вакцины. Конечн []-0,3-0,5%. Инакт-я идёт при повыш t˚ 38-40˚С. Лучше осущ-ть в теч 1 мес, хотя сами бакт-ии погибнут ч/з 1-2 дня. Т-ны в-ля не успевают инактивироваться. 3.Инактивир спиртом, ацетоном, карболовыми к-тами, хлороформом; ф-нты для инактивации. М-д инакт-ии д сохр-ть АГ-ные св-ва у исходных к-р (специфич иммуногенность). I. Этап: пол-е биомассы. Сроки культ-я разные (зав от протективн АГ-соматич., токсич). II. Стандартизация кл-к.

Инакт в-ны сод 10 млрд кл-к.

Сравнение эфф-сти живых инактивир в-н.: 1. Инактивир в-ны < иммуногенны=> живые исп однократно. Если вакцинация осущ с интерв 10-15 дней.

Дополнит требования к изгот-ю штаммов для инакт в-н.

1.в живом сост-ии д им выс вирулентность. 2.д/б обл-ть выс иммуноген св-ми 70% восприимч ж-х д приобр стойкий иммунитет после двукратной иммунизации.
Вакцины инактивированные корпускулярные содерж цельные инактивированные микробные кл-ки. К любому методу инактивации м/о предъявляют 2 основн требования: 1) 100%-я инактивация клеток возбудителя; 2) отсутствие существенных нарушений в антигенных и иммуногенных свойствах клетки возбудителя.После инактивации устанавл необход концентрацию микробных клеток в 1 мл суспензии, добавляют тот или иной адъювант, препарат расфасовывают и контролируют.Анатоксины содержат в кач-ве иммуногенного начала инактивированный формалином токсин бактерий. Для получ анатоксин-вакцин токсинобразующий штамм возбудителя культивир в жид пит ср в усл-х, обеспеч-х максимальн накоплен токсина в культуральной жидкости. Затем экзотоксин освобождают от бактерий, добавляют к нему формалин и выдерживают смесь в тепле. Под возд-ем формалина токсин переходит в анатоксин, который сохраняет иммуногенные свойства. Химические вакцины содерж извлеченные из микробн кл-ки химич соед-я. Контроль вакцин. Вакцины после приготовления проверяют по трем параметрам.Стерильность контролируют посевом на пит ср.Безвредность проверяют введением вакцины лабораторн животным. Вакцина не должна вызывать забол-е и гибель жив-х.Активность контролир-т следующ образом:  вводят группе лаборат жив-х, и ч/з промеж-к времени, достаточный для выработки активного иммунитета 15-20сут, эту группу вместе с контрольной группой непривитых животных заражают летальной дозой возб-ля. Контрольные животные должны погибнуть, более вакцинированные выжить

Биотехнология пробиотиков

Пробиотики- не подавл.,а стимул рост м/о. Пр-ки лечебно-профилактич пищ добавки микробн происх-ия, чаще сод-щие живые м/о, реже их мет-ты, д-ие кот-х напр на регул-ию кишеч микрофлоры, а ч/нее на регул-ю др органов, сис-м. Микрофлору жив-го орг-ма рассм как сов-сть множ-ва микробиоценозов, заним-х опр эколог ниши на коже и слиз-х всех открытых внешней среде полостей макроорг. Пример: Общ числ-сть м/о у ч-ка –1014 м/о. В к-ке м/о 17 семейств, 45 родов, > 400 видов. В любом орган-ме 2 гр м/о: 1.м/о кот обит постоянно-анаэробы (резидентная микрофло ра) 2. Временные м/о( транзитарная микр-ра) Св-ва нормальной микрофлоры: 1.оказывает морфологическ д-ие. Разв-е ln, к-ка в постнатальный п-д.2.Регуляция газ с-ва полостей. 3.водно-солевой обмен; рН. 4.рег-ция анаэробиноза. 5. Печеноч желч к-ты. 6.в обмене и продукции ряда БАВ. 7. Иммуногенная роль, обеспеч-е колонизац резист-сти. 8.детоксикац ф-я, пониж токсич возд-е экзо и эндоген происх-ия. 9.принимает уч-е в этиологии и патогенезе чаще гнойно-воспалит и др заб-ий. Большинство  м/о нах в толст к-ке. ЖКТ-бифидо(24вида) лато- олочнокисл бакт, бактероиды, энтерококки, эшерихии, дрожжеподобн грибы.

Бифидобакт подавл токсинообр-е, быстро вывод токсич субстанции, учавств в синтезе гранулоцитов, лимфоцитов АТ, противоопухол-ая защита, они ббраз-ют внутриклеточн вит В6, В12,В1,С, биоцин, фолиев,никотин к-ту. Лактобакт с-з угл-дов, синтез-ют белки. Кислородообразование=> подавл патоген микрофлора. При пероральн введен лактобактер повыш с-з специф АТ против бакт и вирусн АГ. Стимулир обр-е интерферона.  Лечение: пробиотич пр-ты для профилакт и леч-я: Специф заб-ия колибакт, эшерихиоз, метрит, мастит, агалактия. Для восст-я мирофлоры после антибиотикотерапии, антигельминтн ср-в (облад антибакт  эфф-м-страдают м/о норм микрофл Грам+). Для стимуляции роста и разв-я молодняка (в4-6 р повыш яйценоскость, увелич m у бройлеров, повыш надоя). К пробиотнет привыкания, нет побочн д-я, не накапл в орг-ме и тк. Экол чистые (нет загр-я окр среды). М исключ применен антибиот-в. 
Влияние []пит в-в на скорость роста

Асинхронный рост, или неодновременное деление клеток данной культуры. С ростом биомассы одних кл-к, происх увелич-е числа кл-к в поп-ции за счет деления др-х. Такой рост возможен в том случ, если пит-я среда сбалансир-на по всем комп-ам, необходимым бакт-ой кл-ке для роста и размн-ия. =>нелимитированность пит среды по к-либо пит-му комп-ту - одно из основ-х усл-й достижения max-ных скоростей роста микробной популяции.Если пит среда лимитирована по к-либо пит-му комп-ту, то скор-ть роста замедл-ся вплоть до остановки роста после полной утилизации этого компонента.Снач происх-ит рост культуры за счет использования глюкозы. Во время наступающей лаг-фазы происх-ит включение новой ферментной системы, участвующей в метаболизме лактозы, и накопление биомассы продолжается за счет потребления этого сахара.[] питат-х вещ-в в среде моно влиять на скорость роста и  на процессы биосинтеза тех или иных продуктов метаболизма.Если речь идет о необход-ти с-за первичных метаболитов, то различн спос-ми удлиняют фазу логарифмич роста. Если целевым продуктом явл-ся вторич метаболиты, то меняя параметры культивирования, концентрацию питат-х вещ-в, добив-ся неоптимальн условий для роста микроорганизмов, но оптимальн для биос-за определен-го продукта. Для этого некот комп-ты пит среды д/быть в недостатке, чтобы основное исходное сырье перерабатывалось биомассой в целевой продукт.

Принципы аттенуации

Стандарт-ия по числу возб-лей в ед-це объёма (аттенуированные бактерии и вирусы).

1.адаптация к орг-му нвосприимч или маловосприимч в естеств усл-ях ж-х. 2. Присп-я м/о к неблагопр усл-ям культ-я При любом м-де аттенуации пониж вирулентность м/о для естественно восприимчивых к нему ж-х.

Искусств штаммы б получины на ПС с сывороткой лошадиной крови (авирулентные).

Аттенуация вирусов осущ путём длит посева на одном виде ж-х, кот не явл х-ном д вируса. Вир-сть для этого хар-на (неестеств) усил., а для настоящ х-на- ослаб. Пассажами на курин эмбрион уд пол-ть штаммы б-зни Нью-Каспа(псевдочумы)

Антибиотики

Производство антибиотиков (биотехнология)

К 50 г 534 ант-ка; К 60 г 800; К 70 г 6360.  Ант-ки обесп. защиту м/о=>их поиск не прекр. Основу ант-ков сост природн ант-к, но в осн индуцир ант-ки. Антимикроб св-ми облад к-ты и щёлочи. 1) проявл антибакт эффект в малых кол-вах Гидромицин-[] 0,01-0,20 мкг. 2) избир-сть их д-я (разл пр-ты вл на разл м/о) 3)явл конеч пр-ми обмена живых кл-к; 4) в подавл б-ве сл-ев селекцию пров ступенч м-дом.

Единицы биол акт-сти ант-ков и антибиотич прод-сть м/оБиол акт-сть ант-ков выраж в усл-ых ед-цах, содерж-ся в 1мл р-ра или в мл. За единицу антиб акт-сти прин min кол-во ант-ка, способное подавить разв-е или задержать рост опр числа кл-к станд штамма тест-микроба в ед-це ПС. Антибиотич продукция к-ры м/о-кол-во антиб-ка в мкг или в ед-цах д-ия, кот обр-ся одним мг сухих кл-к (сухого мицелия) изучаемого м/о за 1 ч.

Классификация антибиотиков: 1.по биолог происх-ю; 2по мех-му биол д-я; 3по пр-пу их хим стр-я; 4.по спектру биол д-ия. Большую часть ант-ков обр из актиномицетов. Род Streptomyces, Bacileus, молочнокисл стр-кки; Penicillium, Aspergilleum. Классиф из фармы: пенициллины:природные (биосинтетические) полусинтетические. тетрациклины, аминогликозиды, цефалоспорины,макролиды и алазиды, полипептиды, левомицетины линкомицины, противогрибковые Кормовые ант-ки.Понятие о направленном синтезе ант/вЦель:пол-е не хим, а биол путём разл модиф-й известных ант-ков. Направл с-з ант-в- еленапр вмеш-во в мет-зм продуцента для образ-я одного или неск ант-ков или пол-я новых форм антибиотич в-в. Методы: 1)изм-е усл-ий культив-ия:с-ва ПС. 2) введ-е в ПС ингибиторов роста; 3) сп-б изм-я х-ра о в-в путём пол-я соотв мутантов; 4)воздействие на ант-к одного из м/о или ф-нтов м/о; 5) комбинированное воздействие. 
АНТ-КИ.Гр хим в-в избирательно действующих на  м/о-мы. Исп для леч-я инф б-ней. Это высокоакт-ные метаб-ские пр-кты м/о-в избир-но подавл рост различн бактер.По происхожд  разл след гр: 1.ант-ки из грибов(пенициллины). 2. Ант из актиномицетов (стрептомицин, биомицин, хлормицин). 3Ант из бактерий(грамицидин, полимиксин,субтимин) 4. Ант из тканей жив-х(лизоцин, эритрин, интерферон) 5. Ант-ки из растен (фитонциды, чеснок, лук, эвкалипт,зверобой, лишайники.6 Синтетич и полусинтетич. По спекктру д-ия ант разл-ют 1 антибактериальные (шир и узкого спектра д-я) пенициллины,тетрациклины,аминогликозиды. 2. Противогрибковые 3. Противоопухолевые 4 противовирусные Мех/м д-ия ант-в сущ 4 осн сп-ба действия: 1 торможение с-за клет стенки; 2. Нарш-е прониц-сти клет м-ны. 3. Торможение с-за белков; 4 тормож-е с-за НК.

Непрерывное культивирование м/о

 Преим-ва непрер культив-я: 1. возможность специализ-и апп-ры для кажд стадии непрер пр-сса; 2.пр-сс стабилиз-ся во времени; 3. улучшение кач-ва целевого продукта; 4. легкость регулировки; 5. возможность автоматизации пр-сса.
Принцип непрерывного культ-я микробов сост в том, что в сосуд, где размнож-ся м/о-мы, непрерывно подается свежая пит сред и одновр-но вытекает такой же объем культуры. По такому принципу организ-ся 2 разновид-ти технич решения процесса непрер культив-ия: технология полного вытеснения и технология полного смешивания культуры. Технология полного вытеснения к-ры. Исп трубчатые ферментёры (гориз или вертик)

Изменяя скорость подачи S0 и Xo –F моно изменять t нахожд-я в ферментёре. Воспроизв кривая роста, но не во времени, а в пр-ве. Не доб О2, не перемеш к-ру.Культ-ют факульт.,облигатн анаэробы. Для аэробов исп-ют батареи обычн ферментёров.

В каждом ферментёре к-ра нах-ся на опр стадии роста.

Технол-я полного смешивания к-ры.Обяз-но к-ра перемеш-ся.Посевной мат-л вносится 1 раз(постоянно не вносится) Нет распред-я по зонам

На выходе м культ-ть в любой точке лаг-роста.

Изменяем F (скорость подачиS0)

Это равновесное состояние культуры. Если любой (X,S) из пок-лей наруш-ся, культ-е невозможно. Если Х опуск-ся до 0-вымывание к-ры. Если Х повыш, то культура истощ и культ-е уже не периодич., а обычн продлённое периодич культ-е.

Если S↑,то X↓;           ЕслиS↓ когда X↑. Экономический коэф-нт для непрерыв культ-я:

Хранение м/о под минер маслом

Произв штаммы- готовят БА пр-ты; исп для контроля специфич акт-сти биопр-тов. Штаммы д/б депонированы. Коллекция-НИИ контроля станд-ции и сертиф-ии биол пр-тов. Место хр-ния штаммов: -НИИ (рассыл по предпр-ям); -место работы со штаммами. Все м-ды хр-я делят на:1.Хр-ие при «+»t˚; 2.хр-ие при низк t˚ (замораж-е); 3.хр-ие м/о в высушенном сост-ии.

1. Хранение при «+»t˚- Метод периодич пересевов.Исп когда м/о не выдерж заморажив-е и высуш-е. Пересев на стерильн свежие ПС периодически. 1р в 2 нед (7-14дн.);  1-2р в нед молочнокисл бифидобактер; 1р в 2 нед-1мес. Спорообр, грибы. В промежутках м/ду посевами сохр в хол-ке (+4˚С) Лучше на плотн средах, т/к маленьк вероятн мутации. Возм-сть визуальн контроля за загр-ем к-ры. Преимущ-ва простой в исполнении, не треб спец оборуд-я. Недостатки: небольш срок хранения; Вер-сть изм-сти, загр-ия к-ры. Не пригоден для сохр-я большого кол-ва штаммов. Исп в пром-ти и лаб-ии.                                  2.Хранение м/о под минерал маслом М/о выращ на ПС, после чего залив слоем стерильн минер масла в хол-ке. 1-2 р в год неспорообр м/о. 1-ый пересев ч/год,затем 1 раз в 2-3 года (спорообр, дрожжи,грибы)  Выращ в пробирке на ППС.              

Заливают масло в конце фазы лог роста, в нач фазы стац max. Спорообр лучше в стадии обр-ия спор. Очищ медиц вазелин масло стер-ют автоклавированием, затем на сутки при комн t˚, в печи Пастера (сухожар шкаф) 30-40 мин 140˚ С Из масла уходит лишняя влага. Масло предохр от высых-я ПС; замедл метаб пр-сы в кл-ках. Преим-ва: простота выполн-я; больше срок хранения; отсутств спец обор-ия. Недост: вазел масло низк t˚  кип=> разбрызг-ие вместе с м/о.. После пересева следует 2-3 пассажа V роста культ замедл (присутств масла).
Антибиотики

Производство антибиотиков (биотехнология)

К 50 г 534 ант-ка; К 60 г 800; К 70 г 6360.  Ант-ки обесп. защиту м/о=>их поиск не прекр. Основу ант-ков сост природн ант-к, но в осн индуцир ант-ки. Антимикроб св-ми облад к-ты и щёлочи. 1) проявл антибакт эффект в малых кол-вах Гидромицин-[] 0,01-0,20 мкг. 2) избир-сть их д-я (разл пр-ты вл на разл м/о) 3)явл конеч пр-ми обмена живых кл-к; 4) в подавл б-ве сл-ев селекцию пров ступенч м-дом.

Единицы биол акт-сти ант-ков и антибиотич прод-сть м/оБиол акт-сть ант-ков выраж в усл-ых ед-цах, содерж-ся в 1мл р-ра или в мл. За единицу антиб акт-сти прин min кол-во ант-ка, способное подавить разв-е или задержать рост опр числа кл-к станд штамма тест-микроба в ед-це ПС. Антибиотич продукция к-ры м/о-кол-во антиб-ка в мкг или в ед-цах д-ия, кот обр-ся одним мг сухих кл-к (сухого мицелия) изучаемого м/о за 1 ч.

Классификация антибиотиков: 1.по биолог происх-ю; 2по мех-му биол д-я; 3по пр-пу их хим стр-я; 4.по спектру биол д-ия. Большую часть ант-ков обр из актиномицетов. Род Streptomyces, Bacileus, молочнокисл стр-кки; Penicillium, Aspergilleum. Классиф из фармы: пенициллины:природные (биосинтетические) полусинтетические. тетрациклины, аминогликозиды, цефалоспорины,макролиды и алазиды, полипептиды, левомицетины линкомицины, противогрибковые Кормовые ант-ки.Понятие о направленном синтезе ант/вЦель:пол-е не хим, а биол путём разл модиф-й известных ант-ков. Направл с-з ант-в- еленапр вмеш-во в мет-зм продуцента для образ-я одного или неск ант-ков или пол-я новых форм антибиотич в-в. Методы: 1)изм-е усл-ий культив-ия:с-ва ПС. 2) введ-е в ПС ингибиторов роста; 3) сп-б изм-я х-ра о в-в путём пол-я соотв мутантов; 4)воздействие на ант-к одного из м/о или ф-нтов м/о; 5) комбинированное воздействие. 
АНТ-КИ.Гр хим в-в избирательно действующих на  м/о-мы. Исп для леч-я инф б-ней. Это высокоакт-ные метаб-ские пр-кты м/о-в избир-но подавл рост различн бактер.По происхожд  разл след гр: 1.ант-ки из грибов(пенициллины). 2. Ант из актиномицетов (стрептомицин, биомицин, хлормицин). 3Ант из бактерий(грамицидин, полимиксин,субтимин) 4. Ант из тканей жив-х(лизоцин, эритрин, интерферон) 5. Ант-ки из растен (фитонциды, чеснок, лук, эвкалипт,зверобой, лишайники.6 Синтетич и полусинтетич. По спекктру д-ия ант разл-ют 1 антибактериальные (шир и узкого спектра д-я) пенициллины,тетрациклины,аминогликозиды. 2. Противогрибковые 3. Противоопухолевые 4 противовирусные Мех/м д-ия ант-в сущ 4 осн сп-ба действия: 1 торможение с-за клет стенки; 2. Нарш-е прониц-сти клет м-ны. 3. Торможение с-за белков; 4 тормож-е с-за НК.

СИНХРОННЫЙ РОСТ К-РЫ. Обычн рост к-ры-асинхронный. Синхронно-одновременно. В одну и ту же ед-цу вр-ни в к-ре нах разн кл-ки:молодые, делящ-ся, растущ-е (в естеств усл-ях). При синхр росте дел-е кл-к и увел-е происх одновременно. На участке Х-рост кл-к и увелич-ие цитоплазм массы. Синхр рост пол-ют в лаб усл-ях для получ-я одинак кл-к, т.е кл-к,нах-ся в одном физиологич сост-ии, на опред стадии развития. Способы синхронизации роста м/о.  1.Для к-р, обр-щих споры, созд. неблагопр для роста усл-я и переводят к-ру в споровое сост-е. Затем усл-я оптимиз-ют  и споры одновр-но прораст  и растут синхронно (ч/з5-7 циклов- обычн асинхр рост). 2. Осн-н на явл-ии диауксии(росте с некоторыми промежутками), т.е последоват исп-ии субстратов. 3. Распростр м-д-путём центрифугирования в градиенте ρ. Ч-цы с разн удел плотностью осед с разн скоростью в жид среде с повыш вязкостью(р-ры углеводов)

Хранение м/о методом высушивания

Бактер кл-ки им 70-80% воды,если отбираем воду до 10-12% пр-ски прекр метаб-зм. При такой остаточ влаж-сти м/о м сохр-ть до 1 года; если остат влажн-ть биомассы 7-8% то м сохр-ть до 2 лет ( в связи с внутриклет стр-ем, коллоид масса); если 3-4% то хм до 5-7 лет; при этом сохр только строго организов вида, своб воды нет. Высушивание, кот б чрезм, еслиостат влаж-сть <3%,-смерт для кл-к, т/к отбир вода из ЦПМ. В пр-ссе дегидратации (возвращ-я воды), из плазм стр-ры разруш. Способы высушивания: ПРОСТЫЕ, СЛОЖНЫЕ.

ПРОСТЫЕ 1)Высу-ние м-дом сорбции (для отбора влаги из кл-к) Исп разл сорбенты, хорошовыдерж обезвоживание. Сорбенты: стер почва, песок, глина, разл силикат мат-лы, размолотые злаки, фарфоровые, крахмал, кристаллы сахаров,желатин, пептон. В зав-ти от сорбента обесп. Влажн-сть до 7-10%(чаще 6-8%). В послед такая высуш биомасса д хр-ся на водонепрониц мат-ле; пр-ты для пероральн примен-я. Длит-сть хр-ия и простота=>хорошо использ. 2) распылит.:В потоке горяч воз-ха на входе 120-140ºС, на выходе 60º t в зав-ти от м/о варьирует. Сушка исп широко, чаще исп для биопр-тов. Нед-к:большая гибель кл-к; всего 25-35% живых кл-к в лучш случае 65-75% жив кл-к. Остат вл-сть 3-5%. 3)α-высушивание: Отбор влаги за счёт вакуума; биомасса в вод бане до 37-45º; над вод баней- вакуум.    К сложным –дам относ-ся Лиофилизация(отд сушка) Высуш-е под вакуумом из заморож биомассы.

Реактивация (дегидротация) клеток. Вл-сть 3-4%; >3% выз гибель кл. При регидр-ции нужно исп дистил воду(среда изотонич), но нужно доб равный V. Изотонич р-р; та жидкая пит среда, на кот б сажать. Сразу после регидр-ции у кл-к поврежд ц/п м-ны; растут медленно; то же самое отн и к сухим вакцинам.

Контроль специфической активности

Иммун-ю специфич акт-ть в-н и анатоксинов оцен в опытах прямого заражения иммунизированных животных или косвен мет-ми.
Кон-ль иммуноген-ти в оп прям зараж-я возможен в двух вариантах. При 1 иммуноген-ть оцен после однократного введ преп-а не < чем 10-ти подоп жив-м+ 10 контрольных. Всех жив-х ч/з опр-й срок после вакцинации (14-21 день) зараж соотв-ей культурой контрольного вирулентного штамма. Вакцину счит иммуногенной при выживании без признаков заб-я не < 8 вакцинированных и гибели или заболевании не менее 8 контр-х жив-х. 

2 вариант контроля иммуногенности вакцин и анатоксинов заключается в определении ЛД50 или ИД50 контрольного вирулентного штамма для вакцинированных и контрольных жив-х. Специфич акт-ть сывороточных леч-проф-х и диагн-х преп-в оп-ют путем измерения эффекта, присущего препарату данного вида.Леч-профилактич сыворотки провер на превентивные свойства на восприимчивых крупн и лабораторн жив-х. Для эт сыв-ку ввод жив-м внутрибрюшинно, п/к или в/м. Ч/з 24 часа жив-х зараж подтитрованной дозой контрольного вирулентного штамма соответствующего микроорганизма. Подоп жив-е должны оставаться здоровыми минимум 14 дней при гибели или переболевании контрольных.
Кр того, контроль специфич акт-ти леч-профилакт-х сывороток м быть основан на определении [] специфич-х АТ в опытах нейтрализации этими сыворотками соответствующих инфекционных агентов или их токсинов. Чем меньше доза сыворотки, способная нейтрализовать действие определенной дозы инфекционного агента или токсина, тем выше ее активность.

Рост бактерий в период-ой культуре

Периодич культ-ие-сп-б культ-я, пр кот-м после засева м/о в ПС > ничего не добавляют и ничего не удаляют. ПС при этом из оптим-ой для роста и размн-я м/о превр-ся в неблагопр вплоть до полной гибели м/о. Поп-ция м сущ только опр п-д времени.

                                       I-лаг-фаза(фаза адаптации)-от момента                                                                                                                                                 н                                         внеесения посев мат-ла до начала max 

                                           роста и размн-ия кл-к. Начало фазы-

                                           кл-ки не растут и не размн-ся м произ

                                           ойти частичн лизис кл-к.

                                       Во 2-м этапе кривая идёт вверх. Кл-ки                                                             

                                        нач размн-ся. Обр-ся продукция ф-нтов суб-тов. В 8-12р>кол-во м-РНК, что указ-ет на участие РНК в с-зе ферментных белков.(рез-т для ф-нтов).II.фаза логарифмического роста. Х-ется постоянной max-ой скоростью деления кл-к. Прирост кл-к в геометр прогрессии. К-ра почти на 100% сост из живых кл-к. Удельн скорость роста max-на для д к-ры в д усл-ях культив-ия, п-д генерации min. III.-фаза «-» ускорения. Не все кл-ки интенс растут. Существ-ая часть кл-к нач погибать. Это св с тем, что ПС истощается и накапл токсичн метаболиты (изменрН). IV.фаза стационарного max-ма. Не ув-ся в к-ре кол-во живых кл-к, хотя биомасса растёт. Устан динамич равновесие м/живыми и погибшими кл-ми.

V-фаза ускорения гибели. Число погибающих кл-к> числа обр-хся. VI-фаза логарифм.гибели-число погибших кл-к растёт. ЦЕЛЕВЫЕ ПРОДУКТЫ: первичн и вторичн мет-ты. Первичн- обр в фазу логарифм роста. С-з носит анаболич х-р. Б-во изобр первич мет-в жизненно важно для ж/д-сти кл-ки- продуцента. (Орг к-ты,витамин). Вторичн-обр. в фазу стац max-ма. Биос-з им катаболич х-р. Для ж/д-сти кл-ки-продуцента необяз (спирты, пептоны, антибиотики и др.) 

Хранение м/о в лиофилизированном вид

Бактер кл-ки им 70-80% воды,если отбираем воду до 10-12% пр-ски прекр метаб-зм. При такой остаточ влаж-сти м/о м сохр-ть до 1 года; если остат влажн-ть биомассы 7-8% то м сохр-ть до 2 лет ( в связи с внутриклет стр-ем, коллоид масса); если 3-4% то хм до 5-7 лет; при этом сохр только строго организов вида, своб воды нет. Высушивание, кот б чрезм, еслиостат влаж-сть <3%,-смерт для кл-к, т/к отбир вода из ЦПМ. В пр-ссе дегидратации (возвращ-я воды), из плазм стр-ры разруш. Способы высушивания: ПРОСТЫЕ, СЛОЖНЫЕ.

СЛОЖНЫЕ.Лиофилизация(отд сушка) Высуш-е под вакуумом из заморож биомассы. СУТЬ: биомасса смеш с криопротектами; сушку ведут в ампулах; биомассу разлив в кол-ве либо 0,2 мл, либо 1 мл (чаще); затем биомасса в ампулах замораж., после заморозки влага удал. Под вакуумом (пептон, глюкоза, полиэтиленимин, бутанат Na, желатин, обезж молоко и различ сочет-я в-в). Защита: 5% глюкоза+ 5%галактоза- обезж молоко (по 0,2 мл).

Ампулы готовят из нейтр стекла, кот п пр-ссе мойки, автокл-я и др. не изм свой рН; ампулы охлажд до 20-24˚С, перенос в рефриж-р с t –45-60 ˚С и сушат под вакуумом 0,11-0,07 мм рт ст; 5-6%.

Осн цикл далее в теч 2-х ч; далее ампулы запаив под вакуумом, т/к кислород токсичен; либо ампулы наполн инертн газами; хр-т в усл-ях холод-ка (t 4-6˚С, в темноте, в атм-ре инерт газа, под вакуумом).

Производствен-е и контрольн штаммы

В пр-ве вакц пр-тов все штаммы дел на производств и контрольн.ПРОИЗВ-те из кот гот-ся пр-т. КОНТРОЛЬН-исп для зараж-я подопытн жив-х при контроле иммуноген акт-сти в-н, как и при контроле иммуноген сыв-к. Треб-я к штаммам: I.Общие для всех штаммов 1.д/б классифицированы (видовая принадлежность). 2.д/б клонированы (популяция однородна, обл единым генотипом). 3. Х-рные генет-ски закрепл пр-ки (морфол р-р, форма, пигментация, налич капсул, спор); пост биох св-ва; АГ-ные св-ва (утрата, налич АГ) 4. Общие биол зак-сти (выявл-е диссоциантов в популяции даже одной бактер кл-ки).5.штаммы д/б идентич по АГ-ным и др св-м тем к-рам, кот цирк-ют в естеств усл-ях и выз заб-я.1. Живые – сод живые формы возб-лей( вирус- в-ны; против бакт возб-лей) Готовят из искл-но аккумулир штаммов, кот не сп-ны выз заб-я, но сохр св-во размн-ся в орг-ме, вызывая доброкач вакцинальн р-ю в виде местн специф восп-я или общей бессимптомной инфекции. Орг-м самост-но справл с инф-ей, выраб специф направленная невосприимчивость.Требования к штаммам для изгот-я живых вакцин 1 д/ авирулент или слабовирулент (ст-нь патогенности (сп-сть выз-ть инф заб-е). Ед-ца вир-сти инфиц или летальная доза. 2. Д обладать выс АГ-стью и иммуногенностью. Выс иммун-стью сч обр-е иммунитета не<чем у 70% привитых ж-х при однокр инъекции АГ.

Чтобы инф пр-сс поддерж д/б1)возб-ль. 2)восприимч особи. 3)ф-ры передачи. Если в популяции 70 % иммунны, то вз-е больного со здоровым ж-м сводится к нулю. 3. Сп-сть размн-ся в опр органах/тк и кратковременность персистенции в орг-ме привитого жив-го.. 4) генетич стаб-сть осн св-в (особ-но низк вирул-сти и выс АГ-сти). 5) наличие генетич маркеров, позв-х отличать вакцин штамм от полевых штаммов. 6)отсутствие инфекционности при введении вакцин штамма. Безвредно для др видов ж-х. 7) стабильность при хр-ии 8) большая широта дозирования.

Техн-я изгот-я: Произв штаммы выращ на ПС, культ-е до оконч-я фазы логарифм роста. Стандарт-ия по числу возб-лей в ед-це объёма (аттенуированные бактерии и вирусы).

Отличие хемостат от турбидостатного

Хемостатн культ-е – вар-нт проточного культ-я, при кот равновесное сост-е к-ры достиг-ся за счёт исп-я ф-ров лимитир-х рост культуры(в-во вносимое не в оптим, а в  min кол-ве).  Хемостат исп для пол-я метаболитов (стац max-фаза).  Турбидост-проточн культ-я, при кот равновес сост-е к-ры достиг-ся изм-ем коэф разб-я (Д) Ф-ры, лимитир рост к-ры, не исп, а исп оптим или ищзбыт ПС. Как хемостатное так и турбидостатное культивирование могут осуществляться одностадийно и двустадийно (т.е. в одном ферментере или двух последовательно соединенных между содой ферментерах). -Одностадийное хемостатное культивирование применяется при необходимости воспроизвести любую скорость роста культуры, кроме максимальной. Двустадийное хемостатное - позволяет обеспечивать культуры максимальной скоростью роста и даже создать условия для ее превышения.Одностадийное турбидостатное культивирование используется для получения максимальной скорости роста. При двустадийном турбидостатном культивировании во втором ферментере возможно воспроизвести фазу роста, связанную с синтезом вторичных метаболитов (фазу стационарного максимума).При низких концентрациях субстрата и при низкой концентрации кл-к моно возвратить в ферментер часть вытекающей из него биомассы. Возврат повышает [] клеток и ускоряет процесс. Вариантов возврата биомассы может быть несколько. Сепарируют вытекающую культуру и сгущенную часть возвращают в ферментер. Устанавливают различные фильтрующие устройства, позволяющие вытекать культуральной жидкости, но задерживающие клетки. 
Хранение мет-м замораживания.

Криобиология- биология ↓ t˚. М/о выращ на ПС; готовят суспензии, смеш с криозащитными ср-вами и разлив по спец флаконам V=0,5-1мл и замораживают. В неб лаб-ях криоагенты: снег и лёд+ NaCl(3:1) до -21˚С не плавится. Снег или лёд +СаСl2(2:1) -56˚С. Твёрд углекислота «сухой лёд» -78˚С. Исп с-ды Дюара. Рефрежераторы (на азоте); газовофазовый (-130-170˚С); жидкофазовый (-196˚С) М/о, не выдерж.высуш-ия. Наилучш.сохр-е производств штаммов, св-в; изм-сть min. М/о м погибать. Влияют: 1.возраст популяции; 2.[] (ρ популяции). 3.усл-я куьт-я, предшеств заморозке; 4.скорость охлаждения. 5. Особ-ти м/о.   Грам «+» м/ок замораж-ю устойчивее грам «-«. Лучше в конце фазы лог роста, в начале  стац max. Замораж густые суспензии >1 млрд. 10-9-10-12м/о/мл.  Популяц эффект-любые неблагопр усл-ия м/о переносят лучше, если повыш [] суспензии. М/о, выращ на синтетич средах, выносят заморозку хуже. Обычно на естеств ПС=>накопл-е в кл-х гликогеноподоб в-в, липидов, пептидов, кот пониж чувствит-ть кл-к к замораж-ю. В-ва криопротекторы:↑ и ↓ молекуляр. Глицерин (10-20% р-р)  диметилсульфаксид (7-10% р-р) 10-20% сахарозы, глюкозы, лактозы, сыв-ка крови, обезжир молоко, 10% поливинилпиромидон.

Мех/зм д-я защиты м/о- смягч (защ) м/о от осмотич шока.  Ффектич зова- для биол р-ров (сов-сть солей с разл эффект толчками). При заморозке необх-мо прох-ть эту зону быстрее. Двухэтап режим заморозки: I.ф. по1˚С/1мин до -20˚С, затем быстро, до -150˚С (15-30˚С/мин). Скорость оттаивания- быстро. В водяной бане +30…+45˚С,для быстр прохожд-я эфф зоны.  Преим-ва: наилучш сохр-е биол св-в. Нет недостатк «-»:нал-е рефреж-ров. Стаб-сть энергосн-я.

Система Гос надзора и контроля

Гос надзор и контр за произ-м и кач-м биол пр-в для ветер и жив-ва, осущ-ся Всероссийск госуд научно-исслед-м инстит-м контроля стандартизации и сертификации ветер преп-в (ВГНКИ). В задачу контроля входят:

- гос учет им-ся в сист МСХ РФ, а также поступ-х из-за рубежа кул-р м/о-ов; токс-в и ядов животного и растит происх-я;- хранен и поддержание национального фонда высокоценных штаммов кул-р м/о-ов, использ-х для произв-ва преп-в. – провед-е экспертизы нов фармакол-х препа-в и разл-х вещ-в, предлаг-х для вет-х и животновод-х целей научными учреждениями..
все преп-ты, прим-е в жив-ве и вете-ии, подверг-ся гос контр-ю.С целью госконтроля на каж биопредприятии созд контрол-е лаб-ии  во главе с гос контролером.

Гос контролеры на биопредпр-ях обязаны осуще-ть контроль за технологией изготовления пр-в и за кач-м готовой продукции в соответствии с требованиями нормативно-технической документации (НТД).Они им право полностью или частично приостанавливать произв-во и выпуск биопрепаратов если наруш-ся требования НТД и не принимаются меры для устранения причин изготовления недоброкачественной продукции. На каждый препарат, выпускаемый биопредприятием, должна иметься НТД, в которую входят:
Инструкция по изготовл и контролю преп-та; технические условия; Наставление по применен препарата; Контроль безбредности; Микробиологический контроль; Контроль специфической активности
Рост бактерий в период-ой культуре

Периодич культ-ие-сп-б культ-я, пр кот-м после засева м/о в ПС > ничего не добавляют и ничего не удаляют. ПС при этом из оптим-ой для роста и размн-я м/о превр-ся в неблагопр вплоть до полной гибели м/о. Поп-ция м сущ только опр п-д времени.
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РОЛЬ ПЛАЗМИД В ИЗМЕНЧИВОСТИ БАКТЕРИЙ.

Кроме хромосомы, у некоторых бактерии имеются дополнительные внехромосомные генетические детерминанты, получившие название плазмид. У бактерий обнаружено большое разнообразие плазмид, среди которых наиболее изученными являются половой фактор (F), фактор множественной лекарственной устойчивости (R), факторы бактериоциногении (Col), плазмиды, контролирующие у Е. соli синтез энтеротоксина (Нly), плазмиды, детерминирующие синтез поверхностных антигенов (К88, К99), и др.Плазмиды расположены в цитоплазме, имеют кольцевую структуру и способны к саморепликации. Общим для всех плазмид свойством является то, что они придают клетке дополнительные, не обязательные для нее функции, но чаще всего выгодные. Плазмиды могут теряться бактерией или элиминироваться, однако потеря плазмиды не влияет на основные свойства клетки. Плазмиды (F-фактор и др.), способные интегрироваться в хромосому и реплицироваться вместе с ней, получили название эписом.Большинство плазмид обладают способностью передаваться от бактерии при конъюгации. Такие плазмиды получили название конъюгативных, или трансмиссивных(Благодаря трансмиссивности Fплазмиды она способна переносить из одной кл-ки в другую дополнит генетич инф-цию, путём захвата некоторых генов из бактериальных хромосом или посредством передачи генетич инф-ции, имеющ-ся у других плазмид клеток донора.), которые могут переноситься только с помощью конъюгативных плазмид. Они могут также передаваться при трансдукции и при обычном делении клетки. Понятие о направленном синтезе ант/в

Цель:пол-е не хим, а биол путём разл модиф-й известных ант-ков. Направл с-з ант-в- еленапр вмеш-во в мет-зм продуцента для образ-я одного или неск ант-ков или пол-я новых форм антибиотич в-в. Методы: 1)изм-е усл-ий культив-ия:с-ва ПС. 2) введ-е в ПС ингибиторов роста; 3) сп-б изм-я х-ра о в-в путём пол-я соотв мутантов; 4)воздействие на ант-к одного из м/о или ф-нтов м/о; 5) комбинированное воздействие.    Основные этапы промышленного пол-ия м/о.Ант-ки- вторич мет-ты м/о, т/е обр преимущ-но в фазу стац max. 1.Ст образ-ия ант-ков. Обр-ие биомассы продуцента, созд. оптим усл-я для с-за. Редакторы постоян культ-я. Продуцент быстро проходит фазу логарифм роста→стац max-удел скор роста↓- чаще исп(начало с-за ант-ков) хемостатный спб культивирования.

2.Ст предв обр-ки культуральной ж-сти (кл-ки мицелия). 

3.Выделение (очистка ант-ков) –экстракция; -осаждение; -сорбция; -выпаривание; -сушка.

4. ↑[] ант-ков в 20-40р. Ст получ-я готовой продукции.

5.Биолог., фармакологич контроль.
Производство антибиотиков (биотехнология)

К 50 г 534 ант-ка; К 60 г 800; К 70 г 6360.  Ант-ки обесп. защиту м/о=>их поиск не прекр. Основу ант-ков сост природн ант-к, но в осн индуцир ант-ки. Антимикроб св-ми облад к-ты и щёлочи. 1) проявл антибакт эффект в малых кол-вах Гидромицин-[] 0,01-0,20 мкг. 2) избир-сть их д-я (разл пр-ты вл на разл м/о) 3)явл конеч пр-ми обмена живых кл-к; 4) в подавл б-ве сл-ев селекцию пров ступенч м-дом.

Единицы биол акт-сти ант-ков и антибиотич прод-сть м/оБиол акт-сть ант-ков выраж в усл-ых ед-цах, содерж-ся в 1мл р-ра или в мл. За единицу антиб акт-сти прин min кол-во ант-ка, способное подавить разв-е или задержать рост опр числа кл-к станд штамма тест-микроба в ед-це ПС. Антибиотич продукция к-ры м/о-кол-во антиб-ка в мкг или в ед-цах д-ия, кот обр-ся одним мг сухих кл-к (сухого мицелия) изучаемого м/о за 1 ч.

Классификация антибиотиков: 1.по биолог происх-ю; 2по мех-му биол д-я; 3по пр-пу их хим стр-я; 4.по спектру биол д-ия. Большую часть ант-ков обр из актиномицетов. Род Streptomyces, Bacileus, молочнокисл стр-кки; Penicillium, Aspergilleum. Классиф из фармы: пенициллины:природные (биосинтетические) полусинтетические. тетрациклины, аминогликозиды, цефалоспорины,макролиды и алазиды, полипептиды, левомицетины линкомицины, противогрибковые Кормовые ант-ки.

Аэрация при глубин культивир. Анаэробиоз

В 1 л ПС раств-ся 6,2 мл О2 , ок-ся 8,3 мг глюкозы-это 0,001 часть глюкозы, находящ в ПС. Если не аэрировать ч/неск мин нехватка О2 лимитирует рост. Датчики О2-д/б >10-15% от его нач [], т/е если нач-6,2, то постоянно д/б 0,62. Ротаметр-изм кол-во прокач в-ха, нужно чтобы в 1 мин прокач 1,5 V в-ха (1 V ПС, если 100л-прокач 150  л в-ха).

Анаэробиоз.- Ферментёр максимально заполнен ПС (регенерированная-ПС нагр до 60-90˚-вытесн О2  -остывает и сразу засеивается). V посев мат-ля-10-15% к V ПС. Прокач азот, инерт газы подаются после регенерации. Исп-е в-в- восст-лей- цистеин, аск к-та, гликолят, сульфиды. Рег-ция температуры (терморег-р, термодатчик, термометр). В реакторах м-д 2-х стенок- масла нужной t. РН-треб 7,4-7,2 (б-во). Грибы-при 6,7-6,9. Молочн-кисл <6 (5,5-5,8). При культ-ии-закисл-е среды. рН-электроды («Энголь»- многократн стерил-ция). рН- метлы, насосы, подают к-ту или щёлочь (HCl 1%, NaOH 10%) Автоматич пеногашение, когда кол-во м/о 4 млрд- обильно обр-ся пена. Пеногасители- масла растит., пропенолов синтетич масла. Стер-ся автоклавированием. Сыв-доб-ся после остывания. Стер-ция- фильтр-ем. Реакторы- текучим паром,дробно подр.
