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(57) Sang ché dé xuit ché pham tay rira dang long luu trit 6n dinh chira:

a) it nhét 5% trong luong nude,

b) it nhét 3% trong luong hé chit hoat dong bé mit chira tir 10 dén 100% trong lugng
ctia hé chét hoat dong bé mit 1a chét hoat dong bé mit anion,

¢) alpha-amylaza c6 it nhat 95% trinh tu twong dong véi SEQ ID NO:1 va alpha-
amylaza ndy chta cac phan tir thé G46A + T471 + G105A + I199F khi sir dung trong SEQ
ID NO:1 dé dénh sb.
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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché nay lién quan dén cac ché phim tiy rira dang 16ng chita hé chét
hoat ddng bé mit, chat cang héa va alpha-amylaza. Cu thé hon 13, n6 lién quan dén
ché pham ty rira dang 16ng chua it nhét 5% nuée, it nhit 3% trong lugng hé chit
hoat dong bé mit chira tir 10 dén 100% trong lugng chét hoat dong bé mit anion,
0,25% trong lugng cta chit cang héa, trong d6 chit cang hoa 13 HEDP hodc chét
cang hoa khac c6 kha ning cang hdéa bang hoc cao hon so véi HEDP dudi didu
kién ddng nhit va mot alpha-amylaza co it nhit 95% trinh ty tvong dong véi SEQ
ID NO: 1 va alpha-amylaza nay chira cdc phan tu thé G46A + T471 + G105A +
1199F khi st dung trong SEQ ID SO: 1 dé danh sb.

Tinh trang ky thuat ciia sang ché

Ché phim tdy rira dang léng chtra nude chira hoat dong bé mit anion nhu
alkylbenzen, - sulphonat (LAS) va alpha-amylaza da biét trong linh vuc k¥ thuét
nay. Vi du, US-A-4 537 706 (Severson) boc 16 mot sb ché phim tay rira dang léng
chtra it nhit 5% trong lugng ctia hé chét hoat dong bé mit, chira chét hoat dong bé
mit alkylbenzen sulphonat mach thing (LAS), natri lauryletoxysulfat (SLES),
khong ion, axit béo .Vél alpha-amylaza. '

Alpha-amylaza (alpha-1,4-glucan-4-glucanohydrolaza, EC 3. 2. 1. 1) 1a mot
nhém céc enzym ma xic tic cho qua trinh thiy phén tinh bot va oligo- 1,4-
glucosidic mach thing va mach nhanh khéc va polysacarit. Trong sd cac amylaza-
alpha vi khuin dau tién dugc st dung 13 alpha-amylaza tir B. licheniformis, con
duoc goi 14 Termamyl™,d& dugc ddc trung rong rdi va chu tric tinh thé da dugc
x4c dinh d6i v6i enzym ndy. Termamyl ™ va nhiéu amylaza hidu qua cao khéc can

6 canxi dbi véi hoat ddng. Poi véi Termamyl ™ no dd duge tim thay bon nguyén
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tir canxi duge lién két trong cdu tric alpha-amylaza dugc két hop boi cac gde axit
amin mang dién tich 4m. Trong céc alpha-amylaza khac, lugng ion canxi dugc lién
két trong ciu trac co thé khéc nhau. Yéu cdu nay d6i véi canxi c6 nhugc diém
trong cac ung dung néu céc hop chét cang héa manh c¢6 mit, nhu trong cac chét tiy
rira, trong khi chét cang héa thudng khong duge thém vao trong cac img dung khac
nhu su hoa 1ong cua tinh bdt va san xuét nhién liéu sinh hoc. |

Vén d& chinh gdp phai véi alpha-amylaza chira ché phidm ty rira dang long
tie 12 sy 6n dinh luu trit clia cdc enzym trong ché phim tdy rira thuong khong dugc
mong mudn. N6 dic biét kho khin dé 6n dinh amylaza trong sy c6 mit cla
proteaza, ma co thé d& dang phan huy amylaza trong chét 16ng hoic ché phim thy
rira dang gel. Mot vAn d8 nita lién quan dén chét tiy rira dang long nay chua ché
phim chét tdy rtra dang léng nhu chit hoat dong bé mit anion, dic biét 1a
alkylbenzen sulphonat (LAS), c6 xu huéng lam bat hoat enzym, vi dy nhu enzym
alpha-amylaza.

Vi 1y do nay, US-A-4 537 706 (Severson) su dyng mot hé théng on dinh
enzym chtra hdn hop axit boric hodc borat kim loai kidm véi ion canxi, va t&t nhét
la polyol. Hé théng enzym 6n dinh ndy bao gdm hdn hop cua axit boric hogc borat
kim loai kiém véi ion canxi, va t5t hon 13 polyol c6 nhugce diém ma céc thanh phan
nay cho mdi lan dung khong déng gop dbi vé6i cac hoat ddng lam sach. Hon nita,
céc yéu cau d6i voi canxi c6 nhuge diém trong céc Gng dyung néu cac hop chét
cang hdéa manh cé mit, nhu trong chét tay rira va ché phim 1am sach. Viéc bb sung
canxi vao mot chét tiy rira dang long ¢ thé con 14 vAn d8 hién nay véi ché phim,
tirc 14 su On dinh vat 1y cla chét téy rira. Boron it dugc wu tién vi ly do mdi truong.

Gén day hdn, alpha-amylaza dd dugc phat trién 6n dmh hon trong sy c6 mit
clia cac chit cang héa. Vi duy WO-A-2011/100410 (Procter & Gamble) boc 16 ché
pham 1am sach chua céc bién thé cua SP722 alpha-amylaza cé thé dat dugc tir bat

ky ctia NCIB chung Bacillus 12289, NCIB 12512, 12513 NCIB va DSM 9375.
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Mot sb cac alpha-amylaza bién thé hién su 4n dinh lwu trit tdt & @6 pH bf?lng 8,2
trong su c6 mét cua chét hoat dong bé& mit anion va chét cang hoa.

Hon nita, WO-A-2011/082429 (Novozymes) bdc 10 mot luong 16n cac bién
thé alpha-amylaza véi gidm sy nhay canxi chira mot mién A cla alpha-amylaza
nhay cam canxi, mot mién B cua alpha-amylaza khdng nhay cam canxi va mién C
cua alpha-amylaza nhay cam canxi. Cac bién thé nay duogc cho 13 hitu ich d6i voi
cac Ung dung cu thé 13 trong quy trinh ché bién tinh b6t (vi du, sw hoa 16ng); qua
trinh nghién uét; san phdm ruou tlr cac ngudn carbohydrat; chét tay rira; ché phim
rtra chén; sy ri hd tinh bdt trong cic nganh cdng nghiép dét may; cac Ung dung
lam banh; c4c nganh cong nghiép nudc giai khat; cac mo dau trong qua trinh khoan,
qua trinh tai ché, vi du, giéy téy muc, va thic &n gia stc.

Vi céc didu kién 1a hoan toan khac nhau trong céc tmg dung khic nhau cia
alpha-amylaza, nén céc alpha-amylaza khac nhau dugc phat trién cho ting Ung
dung cu thé. Do d, chét tdy rira alpha-amylaza dugc t&i wu héa véi d6 pH kiém
(16n hon 8) va cac tmg dung & nhiét dd twong ddi thp (tir 15 dén 60°C), trong khi -
alpha-amylaza st dyng trong vi¢c san xuAt nhién liéu sinh hoc hodc sy héa long
cta tinh bdt duge t8i wu héa véi @6 pH axit (nho hon 6) va & nhiét do trén 80°C.
Do d6, amylaza s& khong duoc mong doi dugce thiét ké dé str dung trong hoa long
hodc san xuét nhién lidu sinh hoc, s& phi hop dé str dung trong céc chét tay rira.

Van can phai cung cAp thém hoc ché phim tdy rra dang long can dugc cai
thién bao gém cac chét hoat dong bé mit anion ma ca hai hiéu suat luu trit On dinh
va cho thiy higu qua 1am sach t6t, ma khong can cac hé thdng on dinh enzym, ngay
ca khi ché phim chira cic chét cang héa. Chét cang héa dugc két hop trong ché
phim tiy rira d8 1am giam do clmg cuia nudce trong qua trinh giat, ching bao vé cac
chit tdy tréng c6 thé ciing c6 mit, va ching con c thé c6 tac dong truc tiép vao

viéc loai bo céc vet ban cu the.
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Hon nfta, alpha-amylaza d& dugc tim thdy d6i khi gly ra vén @& mui hoi

trong ché phdm tdy rira dang 1dng chtra chung.

Ban chit k§ thuit clia sang ché

Do d6 muc dich cta sang ché 13 d& xuét ché phim tiy rira dang léng chira
alpha-amylaza va chét hoat dong bé mit anion, céc ché phdm d4 dugc cai thién sy
4n dinh luu trt vd/hodc hiéu sudt rira sau khi bdo quan, so véi ché phém chtra
alpha-amylaza c6 lién quan chdt ch&.

Muc dich khéac cla sang ché 1a d& xult ché pham ty rira dang long chira
alpha-amylaza co6 thé duoc sir dung trong ché phdm lam sach chira chét cang hoéa.

Cubi cing, muc dich khic cta sang ché 13 @ xuét ché phim tdy rta dang
16ng chira alpha-amylaza ma tranh dugc cac vAn d& mui hoi ma d6i khi quan sat
thdy. Cac tic gia sang ché ngac nhién khi thdy rang mot hodc nhiéu muc dich nay
¢6 thé duoc thuc hién bang cic ché phdm tly rira dang long theo séng ché chira a)
it nhét 5% trong luong nudc, b) it nhét 3% trong lugng hé théng chét hoat dong bé
mat chira tir 10 dén 100% trong lugng ciia hé chit hoat dong bé mit 13 chét bé mit
anion, c¢) alpha-amylaza c¢ it nhét 95% trinh ty twong ddng véi SEQ ID NO: 1 va
alpha-amylaza ndy chira cdc phén tir thé G46A + T471 + G105A + I199F khi st
dung trong SEQ ID NO: 1 d8 déanh sd; trong d6 chét ty rira bao gdm thém mot
chét cang héa; va trong do chét cang héa 13 HEDP hodc mot chét cang héa khéc c6
kha ndng cang hoa béng hoic cao hon so véi HEDP dudi didu kién dong nhét,
trong d6 HEDP hodc mot chét cang héa khac c6 mit véi néng do it nhét 0,25%
trong luong. Ngac nhién khi thiy rang céc ché phim ty rira dang long theo sang
ché c6 thé khéc phuc duogc vAn d& mui hoi nhét dinh.

Theo khia canh tht nhét clia sing ché, ché pham tiy rira dang long dugc s
xuét chira: |

a) it nhét 5% trong lugng nudc,
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b) it nhét 3% trong lugng hé chét hoat dong bé mit hdn hop chira tir 10 dén
100% trong luong ctia hé chét hoat dong bé mit 12 chit hoat dong bé mit anion,

C) alpha-amylaza c6 it nhit 95% trinh tw twong ddng véi SEQ ID NO: 1 va
alpha-amylaza ndy chira céc phan tir thé G46A + T47I + G105A + I199F khi su
dung trong SEQ ID NO:1 dé danh sb; trong do6 chét tiy rira bao gdm thém mot chét
cang hoda; va trong do chét cang hoa 1a HEDP hodc mét chit céﬁg héa khac co6 kha
ning cang hoa béng hbéc cao hon so v&i HEDP duéi didu kién ddng nhét, trong d6
HEDP hodc mot chét cang hoa khac c6 mét voi néng do it nhét 0,25% trong lugng.

Theo khia canh thir hai cia sang ché, da d& xuét mot qué trinh giat vai, bao
gém viéc gidt vai chira ché phém téy rira dang 1ong néu trén, tdt hon 13 & nhiét do

40°C hodc thap hon.

M5 ta vin tit hinh vé
Hinh 1 thé hién dic tinh d6 pH cua alpha-amylaza c6 SEQ NO1: véi cac
phin tir thé G46A + T471 + G105A + I199F khi st dung SEQ ID NO: 1 cho danh

r
A

SO.

M&b ta chi tiét sang ché

Dinh nghia

Alpha-amylaza: (alpha-1,4-glucan-4-glucanohydrolases, EC 3. 2. 1. 1) 1a
mdt nhém cic enzym, ma xuc tic qué trinh thiy phan tinh bdt va oligo-1,4
glucosidic mach thdng hoic mach nhanh va céc polysacarit. Nhu duoc su dung
trong ban mo ta sang ché nay nay, "alpha-amylaza" cé nghia la cac enzym ¢6 hoat
dong alpha-amylaza.

Alpha-amylaza ciia SEQ ID NO: 1:



VNGTLMQYFE
PPAYKGTSQA
LQSAIKSLHS
ADRNRVISGE
TDWDESRKLN
YDHPDVVAEI
DWVNHVREKT
VFDVPLHYQF
FVDNHDTQPG
YGDMYGTKGD
FDHHDIVGWT
QNAGETWHDI
R
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WYTPNDGQHW
DVGYGAYDLY
RDINVYGDVV
HLIKAWTHFH
RIYKFQGKTW
KRWGTWYANE
GKEMFTVAEY
HAASTQGGGY
QSLESTVQTW
SQREIPALKH
REGDSSVANS
TGNRSEPVVI

KRLQNDAEHL

DLGEFHQKGT
INHKGGADAT
FPGRGSTYSD

DWEVSNEFGN

LQLDGFRLDA

WSNDLGALEN
DMRKLLNGTV
FKPLAYAFIL
KIEPILKARK
GLAALITDGP

NSEGWGEFHV

SDIGITAVWI
VRTKYGTKGE
EDVTAVEVDP

FKWYWYHFDG

YDYLMYADID
VKHIKFSFLR
YLNKTNFNHS
VSKHPLKSVT
TRESGYPQVF
QYAYGAQHDY
GGAKRMYVGR
NGGSVSIYVQ

Amylaza nay cia SEQ ID NO 1 1a nhén tao va c6 thé duge san xuét bang

phuong phap di dugc biét dén trong linh vyc k¥ thuét nay.

Alpha-amylaza ctia SEQ ID NO: 2:

VNGTLMQYFE
PPAYKAISQA
LQSAIKSLHS
ADRNRVISGE
TDWDESRKLN
YDHPDVVAEI
DWVNHVREKT
VFDVPLHYQF
FVDNHDTQPG
YGDMYGTKGD
FDHHDIVGWT

WYTPNDGQHW
DVGYGAYDLY
RDINVYGDVV
HLIKAWTHFH
RIYKFQGKTW
KRWGTWYANE
GKEMFTVAEY
HAASTQGGGY
QSLESTVQTW
SQREIPALKH
REGDSSVANS

KRLQNDAEHL

DLGEFHQKGT
INHKAGADAT
FPGRGSTYSD

DWEVSNEFGN

LQLDGFRLDA

WSNDLGALEN
DMRKLLNGTV
FKPLAYAFIL
KIEPILKARK
GLAALITDGP

SDIGITAVWI
VRTKYGTKGE
EDVTAVEVDP

FKWYWYHFDG

YDYLMYADFD
VKHIKFSFLR
YLNKTNFNHS
VSKHPLKSVT
TRESGYPQVF
QYAYGAQHDY
GGAKRMYVGR
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QNAGETWHDI TGNRSEPVVI NSEGWGEFHV NGGSVSIYVQ
R

D4y la amylaza cia SEQ ID NO: 1 nhung c6 cac phén tu thé G46A + T471 +
G105A +1199F.

Bién thé alen: Thuat ngft "bién thé alen" c6 nghia 13 hai hoic nhidu ctia bét
ky dang thé clia gen chiém locus trén nhidm séc thé gidng nhau. Bién thé alen phat
sinh mot cach tu nhién thong qua sy dot bién, va c6 thé din dén da hinh trong quan
thé. Dot bién gen c6 thé im ling (khong c6 sy thay dbi trong céac polypeptit ma hoa)
hoic ¢4 thé ma héa polypeptit c6 céc trinh ty axit amin thay dbi. Bién thé alen cla
polypeptit 1a mot polypeptit dugc ma hoa bodi bién thé alen ctia gen.

ADN bb tro: Thuat ngit "ADN b tro" cé nghia 13 mot phan tir ADN ¢4 thé
duoc didu ché bing cach sao chép nguoc tir mot phan tr ARN thong tin ghép
trudng thanh thu dugce tir mot t& bao c6 nhan chuln hodc t& bio nhan so. ADN bd
trg thiéu trinh tu intron c6 thé c6 mat trong ADN ctia b gen twong ung. San phim
* phiém ma chinh ban dau 13 tién chét cia ARN thong tin ma duge xtr ly thong qua
céc budc, bao gdm viée ghép, trude khi xuét hién ARN thong tin dugc ghép truéng
thanh.

Trinh tu m3 héa: Thuat ngit "trinh ty ma héa" c6 nghia la mét polynucleotit,
ma truc tiép x4c dinh trinh ty axit amin cta bién thé. Céc ranh gidi cta trinh ty ma
héa thudng duge xac dinh béi mot khung doc mé, bét dau v6i mot codon khdi dau
nhu ATG, GTG hoac TTG va két thiic v6i codon diém dung nhu TAA, TAG, hodc
TGA. Trinh tw ma héa c6 th 1a ADN, ADN bb trg, ADN tdng hop, hodc sy két
hop cua chung. 7

Trinh ty kiém soat: Thuat ngft "trinh tur kiém soat" c6 nghia 13 trinh ty axit
nucleic can thiét cho viée biéu hién ctia mot polynucleotit ma héa mot bién thé cua
sang ché. M3i trinh tu kidm soét ¢6 thé 12 ngudn gde (tirc 14, tir cling mot gen) va

ngoai lai (tic 18, tir mdt gen khéc nhau) dén polynucleotit ma hoa cac bién thé hodc
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ngudn gbc hodc ngoai lai voi nhau. Trinh tu kiém soét nay bao gbm, nhung khong
gioi han, trinh tu din dAu, trinh ty polyadenylat héa, trinh tu propeptit, trinh tu
khéi dau, trinh tu peptit tin hiéu, va dau tan cling phién ma. G muc tdi thidu, cac
trinh tu kiém soéat bao gém mot trinh ty khéi d4u, va cac tin hiéu dirng phién ma va
dich ma. Céc trinh tu kiém soat c6 thé dugc cung cép véi céc bd lién két voi muc
dich dua cac vi tri han ché cu thé tao didu kién thit cla cac trinh tu kiém soét véi
cac viung ma hda ctia polynucleotit mi hoa bién thé.

Biéu hién: Thuit ngft "bidu hién" bao gém bét ky budc nao lién quan dén
viéc san xuét ctia bién thé bao gc‘A)m, nhung khong gidi han, sao chép, sira ddi sau
phién mé, dich mé, sira di sau dich ma, vabai  tiét.

Vit truyén biéu hién: Thuat ngir "vat truyén biéu hién" c6 nghia 13 phan tir
ADN théng hodc tron bao gdm polynucleotit ma héa bién thd va duoc lién két mot
cach linh hoat véi trinh ty kiém soét cung cép cho viéc biéu hién ctia né.

Té bao vat chi: Thuét ngir "t& bao vat chi" ¢ nghia 12 bét ky loai té bao nao
@6 ma d3 bi bién ddi, chuyén nhidm, din truyén, hodc tuong ty véi cAu tric axit
nucleic hogc vat truyén biéu hién chta polynucleotit ctia sdng ché. Thuat ngit "té
bao vat chu" bao gdbm bét ky thé hé con chau cia té bao gbc ma khong gidng véi té
bao gdc do dot bién x4y ra trong qua trinh sao chép.

Pic tinh dugc cai thién: Thuat ngit "déc tinh dugc cai thién" ¢ nghia 1a mot
dic tinh lién két v6i mot bién thé hojc alpha-amylaza dugc cai thién so voi gbe
hodc gén giéng voi amylaza & linh vyce k¥ thuét trude d6. Pac tinh duogc cai thién
nay bao gdm, nhung khong gidi han, hi¢u qua xuc tac, tbc dd xic tac, su 6n dinh
héa hoc, hoat dong do pH, su én dinh do6 pH, hoat ddng cu thé, su 4n dinh
trong didu kién Iwu trit, hiéu sudt rira va hi¢u suat rira sau khi lwu trlt, noi ma thoi
gian bao quén co th1a1,2,3,4,5,6,7,8 hoidc nhidu tudn & mtc 30, 37, 40 hodc
45°C. '
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Puoc phan 1ap: Thuat ngft "dugc phén 1ap" c6 nghia la chét trong dang hoc
moi trudng ma khdng xay ra trong tu nhién. Vi du khong gidi han vé chét dugc
phén 1dp bao gbdm: (1) chét bét ky khong c6 trong ty nhién , (2) chét bét ky bao
gbm, nhung khong dugc gi6i han, bét ky enzym, bién thé, axit nucleic, protein,
peptit hodc ddng tac nhin, ma it nhét duoc loai bé mot phén tir mot hodc nhiéu
hodc tit ca cac thanh phﬁn tu nhién ma nd duoc lién két trong tu nhién; (3) chét bt
ky dugc bién d6i boi ban tay ctia ngudi cé lién quan voi chét duge tim thiy trong
tu nhién; hodc (4) chét bét ky dugc bién ddi bang cach ting luong cht tuong dbi
so véi cac thanh phan khac c6 lién quan ty nhién (vi dy, nhiéu ban sao ctia mdt gen
ma héa chét, st dung cia trinh ty khoi dau manh hon so véi trinh ty khoi du tu
nhién két hop véi cdc gen md hoa chit). Chét duoc phan 14p co thé c6 mit trong
mau nude ding 1én men.

Dot bién: Thuit ngir "dot bién" c6 nghia 13 mot polynucleotit md hoa mot
bién thé.

CAu trac axit nucleic: Thuét ngft "cAu tric axit nucleic" ¢6 nghia la mot phan
ttr axit nucleic, hodc soi don hogc soi kép, dugc phan lap tr mot gen co trong tu
nhién hodc dugc stra dbi dé chira cac phan doan cua axit nucleic theo cach ma néu
khéng ton tai trong ty nhién hogc la tbng hop, trong d6 bao gébm mot hodc nhiéu
trinh tu kiém soét.

Gdc hoic amylaza gbc: Thuat ngir "gbc" hay "alpha-amylaza gbc" c6 nghia
12 mot alpha-amylaza ma mot sy thay ddi duoc thuc hién dé tao ra cac bién thé
enzim. Alpha-amylaza ciia SEQ ID NO: 1 ¢6 thé duoc coi 1a gbe trong khi vi du,
alpha-amylaza ctia SEQ ID NO: 1 ¢6 chira mot hodc nhidu phén tir thé G46A, T471,
G105A va [199F c6 thé dugc cho 1a bién thé cla alpha-amylaza cua SEQ ID NO: 1.
Gbc ciing c6 thé 1a »polypeptit c6 trong tu nhién (kiéu hoang) hodc bién thé hotc
manh cta chiing hodc mot alpha-amylaza c6 it nhét 80% trinh tu tuong ddng voi

alpha-amylaza ctia SEQ ID NO: 1, nhu it nhét 12 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93,

-10-
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94, 95, 96, 97, 98 hodic it nhat 1a 99% trinh ty twong ddng voi alpha-amylaza cla
SEQ ID NO: 1.

Trinh tu twong ddng: Céc lién hé gitra hai trinh ty axit amin hodc gitra hai
trinh ty nucleotide dugc md ta bdi cac tham sb "trinh tu twong déng“. Péi véi muc
dich cta sang ché, trinh ty twong dong gifta hai trinh ty axit amin dugc xéc dinh
béng céach sir dung thuat toan Needleman-Wunsch (Needleman va Wunsch, 1970,J.
Mol. Biol. 48: 443. 453) nhu dugc thuc hién trong chuong trinh Needle cua goi
EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite,
Rice et al. , 2000, Trends Genet. 16: 276-277), t5t hon 13 phién ban 5. 0. 0 hodc
mo6i hon. Cac thong s6 dugc st dung 1a diém phat mé khoang cach 1a 10, diém
phat mé rong khoang cach 13 0,5, va chit nén thé EBLOSUMG62 (phién ban
EMBOSS cia BLOSUMG62). San lugng kim dugc gén nhan "tuong ddng dai nhat"
(thu dugc bing cach sir dung (tly chon -nobrief) dugc sir dung lam phan trim
tuong ddng va dugc tinh nhu sau:

(Céc gbc tuong ddng x 100) / (Chiéu dai hang - Téng sb khoang céch trong
hang)

Bién thé: Thuét ngt "bién thé" c6 nghia 1a polypeptit c6 hoat dong alpha-
amylaza bao gém su thay déi, nghia 1a mot sy thay thé, trc 13, chén, va/hodic x0a,
tai mot hodc nhidu (vi dy, mot s8) vi tri. Phén tir thé c6 nghia 12 thay thé cac axit
amin chiém mot vi tri voi axit amin khac; x6a c6 nghia 12 loai bd cac axit amin
chidm vi trf; va chén c6 nghia 1 thém mot axit amin 1in k& ngay sau c4c axit amin
chiém vi tri. Cac bién thé alpha-amylaza ciia sang ché_tét hon 12 c6 it nhét 90%, it
nhét 95%, hoic it nhat 13 100% céc hoat dong amylaza ban d4u sau hai tudn luu trit
trong mau chét tay rira dang long B & 37°C.

Alpha-amylaza kiéu hoang: Thu4t ngft alpha-amylaza "kiéu hoang" c6 nghia
1a alpha-amylaza dugc bidu hién bang vi sinh vat ty nhién, nhw mot loai vi khuén,

nam men, hodc nam soi dugc thay trong tw nhién.
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Hiéu suét rira: Thuat ngit "hiéu suét rra" dugc st dung 1am enzym c6 kha
nang loai bo vét bln c6 mit trén db6i tuong dugc 1am sach trong vi dy, rita hodc lam
sach bé mat cing. Hiéu suit rira ¢ thé duogc dinh lugng béng céch tinh todn dugc
goi 14 gia tri giam delta (ARem) nhu dwoc mo ta trong dinh nghia o day.

Gié tri giam delta (ARem): thuét ngit "giam delta” hodc "gia tri giam Delta"
duoc dinh nghia & day la két qua cla phan xa hodc do luong giam & 460 nm cia
chét thir nghiém, vi duy, mau vai CS-28 (Center For Testmaterials BV, P. O. Box
120, 3133 KT Vlaardingen, Ha Lan). MAu vai dugc do bang it nhét mu vai khéc,
duoc rira sach dudi didu kién gidng nhau, 1am nén. Giam delta 13 gia tri gidm cla
chét thir nghiém duoc rtra sach véi amylaza trir gid tri giam cua chét thtr nghiém
rira sach ma khong c6 amylaza.

Hiéu suét rira dugc cai thién: Thudt ngit "higu Suét rira duoc cai thién" duge
dinh nghia & day nhu (bién thé) enzym (cling 12 mdt sy pha tron cua cac enzym,
khong nhét thiét chi bién thé ma con mach chinh, va két hop véi cac ché phim lam
sach cu thé, v. v) hién thi mét su thay d6i hiéu suét rira vi du, bang céach loai bd vét

béan dugc ting 1én.
Ché phim tiy rira

Céc ché phim tdy rira cua sing ché 13 chit 16ng & nhiét dd mdi trudong (vi du
25°C). Ching c6 thé 13 déng hudng hoic ¢6 cAu tric va do nhét cia ching cé thé
12 kha thip dén rit cao dé& ching c6 thé gidng gel. Chung chua it nhét 5 % trong
lvong nuéc va 1a tdt hon 1a & thé nudc, theo d6 nude tao thanh phan chinh cta
dung moi trong ché phim. Céc chit huéng hydrat nhu propylen glycol va
glyxerol/glyxerin ¢ thd duoc bao gdm nhu ddng dung moi véi lugng it hon so voi
nuée. Nude 14 can thiét trong ché phim dé gitr chét hoat dong bé mit, cic polyme

bét ky, cac chét phu gia hoa tan, céc enzym, v. v. trong dung dich. Lugng nudc néu
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trén bao gom ca bat ky nude tu do va nudc duge lien két. TSt hon 13, lugng nuéce

trong ché pham it nhét 13 20% trong luong, t6t hon nita it nhét 13 30% trong lugng.
Hé chét hoat dong bé mit

Chét tiy rira dang 1ong theo céc sang ché chira it nhit 3% trong lugng cuia hé
chét hoat dong bé mit chira 10 dén 100% trong lugng ctia hé chét hoat dong bé mit
clia chit hoat dong bd mit anion. Tét hon 1, chit ty rira dang léng chira it nhét
khoang 3 dén 40% trong luong ctia hé chit hoat dong bé mat, nhu khoang tir 5 dén
30%, bao gdbm khoang tir 5 dén 15%, hoic khoang tir 20 dén 25% hé chét hoat
dong bé mit. He chét hoat dong bé mit c6 thé hoan toan bao gém mot hodc nhidu
chét hoat ddng bé mit anion, nhung né cling cd thé bao gém chét hoat ddng bé mit
khéac nhu chit hoat ddng bé mat khong ion va/hodc chét hoat ddng bé mit cation.
C4c chit hoat dong bé mit duge chon dua trén céc loai mg dung va bao gém cac
chit hoat dong bé mit thong thudng bét ky da biét trong linh vuc k¥ thuét nay. Céc
chét hoat dong bé miit tao thanh hé chét hoat dong bé mit c6 thé dugc chon tir cac
chét hoat dong bé mit dugc md ta trong 4n phém “Surface Active Agents” Vol. 1,
ctia Schwartz & Perry, Interscience 1949, Vol. 2 Schwartz, Perry & Berch,
Interscience 1958, “McCutcheon’s Emulsifiers and Detergents”, duoc xuét ban boi
Manufacturing Confectioners Company hoéc trong “Tenside-Taschenbunch”, H.
Stache, Vol. 2, Carl Hauser Verlag. , 1931.

Vi du khong gidi han v& chét hoat dong bé mit anion gém sunfat va sulfonat,
cu thé 13, alkylbenzensulfonat mach thang (LAS), chit ddng phan clia LAS,
alkylbenzensulfonat mach nhanh (BABS), phenylalkansulfonat, alpha-
olefinsulfonat (AOS), sulfonat olefin, sulfonat anken, ankan-2, 3-diylbis (sunfat),
hydroxyalkansulfonat va disulfonat, alkyl sulfat (AS) nhu natri dodexyl sulfat
(SDS), sunfat rugu béo (FAS), sunfat rugu bac mdt (PAS), rugu etesulfat (AES
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hoic AEOS hodc FES, ciling da biét nhu ruou etoxysulfat hodc rugu béo sunfat ete),
alkansulfonat bac hai (SAS), sulfonat parafin (PS), sulfonat este, sulfo este axit béo
glyxerol, alpha-sulfo axit béo metyl este (alpha-SFMe hodc SES) gbm metyl este
sulfonat ( MES), alkyl-hodc axit alkenylsucxinic, dodexenyl/ tetradexenyl axit
succxnic (DTSA), din xuft cta axit béo cla cac axit amin, dieste va monoeste axit
sulfo-sucxinic hodc xa phong, va hdn hop cua ching. Rugu etesulfat duge uu tién

13 natri lauryl ete sulfat hodc SLES.

Hé chét hoat dong bé mit dugc wu tién cao chira hai chét hoat dong bé mit
anion khac nhau, t&t hon 13 alkyl benzen sulphonat mach thing va sulfat, vi du
LAS va SLES.

ChéAt hoat dong bé mit anion cfing c6 thé bao gdm xa phong (mubi clia axit
béo). Xa phong dugc uu tién duge tao ra béng céch trung hoa axit béo dira dugc
hydro héa, vi du, Prifac (R) 5908 (cta Croda). Hon hop axit béo bdo hoa va khong
bdo hoa cling ¢ thé dugc dung.

-T6t hon 13, hé chit hoat dong bé mit chira 10 dén 100% trong luong, t5t hon
nita 13 tir 25 dén 50% trong lugng ctia hé chit hoat dong bé mit cta alkylbenzen
sulphonat mach thing (LAS). Thim chi t6t hon nita 13, hé chit hoat dong bé mit
chita 5 dn 75% trong lugng cua hé chit hoat dong bé mit cia alkylbenzen
sulphonat mach théng (LAS) va 5 dén 90% trong luong clia hé chét hoat dong bé
mit cua natri lauryl ete sulfat (SLES).

Ngoai chét hoat dong bé& mit anion, cac ché phim tdy rira s& thudng chia
khoang tu 0,2 dén 50% trong luong cua hé chit hoat dong bé mit cla chit hoat
dong bé mit khong ion, vi dy, khoang tir 0,5 dén 30%, cu thé 13 khoang tir 1 dén
20%, khoang tir 3 dén 10%, nhu khoang tir 3 dén 5%, hodc khoang tir 8 dén 12%
hé chit hoat dong bé mit. Chit hoat dong bé mit khong ion thich hop bao gdm
rugu etoxylat (AE hay AEO), rugu propoxylat, rugu béo dugc propoxylat hoa
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(PFA), este alkyl axit béo dugc alkoxylat hoa, nhu este alkyl axit béo dugc
etoxylat va/ho#ic propoxylat héa, alkylphenol etoxylat (APE), nonylphenol etoxylat
(NPE), alkylpolyglycosit (APG), amin alkoxylat, monoetanolamit axit béo (FAM),
dietanolamit axit béo (Fada), etoxy monoetanolamit axit béo (EFAM),
monoetanolamit axit béo dugc propoxylat héa (PFAM), amit axit béo alkyl
polyhydroxy, hodc cac dan xuit N-alkyl N-axyl cta glucosamin (glucamit, GA,
hozc glucamit axit béo, FAGA), cling nhu céc san phdm c6 ban trén thi trudng véi
tén nhin hiéu SPAN va TWEEN, va cac hdn hop cta ching. Chét hoat ddng bé
mat khong ion duge wu tién 13 rugu dugc etoxylat hda cb 12 dén 18 nguyén ti
cacbon, c6 3 dén 9 don vi etylen oxit cho mdi phan tir. Puge vu tién hon nita 1a
rugu duoc etoxylat héa mach thing, bac mot c6 12 dén 15 nguyén tir cacbon vdi
trung binh 5 dén 9 nhom etylen oxit, t8t hon nita 14 muc trung binh 1& 7 nhom
etylen oxit.

Chét tiy rira dang 16ng dic biét dugc uu tién theo cac sang ché chira 5 dén
75% trong luong cua hé chét hoat dong bé mit cta alkylbenzen sulphonat mach
thfflng (LAS), 5 dén 90% trong luong clia hé chét hoat ddng bé mit cua natri lauryl
ete sulfat (SLES) va tur 5 dén 60% trong lugng cta hé chit hoat dong bé mit cla
chét hoat dong bé mit khong ion.

Céc chit hoat dong bé mit thuong c6 mat voi luong nam trong khoang tir
0,1 dén 60% trong lugng, nhu ndm trong khoang tir 1 dén 40%, hodc nim trong
khoang tu 3 dén 20%, hodc ndm trong khoang tir 3 dén 10%. Cac chat hoat dong
bé mit duge chon dua trén cac img dung lam sach mong muén, va bao gdm chit
hoat b& mit thong thudng bét ky da biét trong linh vyc k¥ thuat nay. Chét hoat
dong bé mit bét ky da biét trong linh vyc k¥ thudt ndy sit dung trong chét tiy rtra
¢6 thé duge dung.

Néu muén, cac ché phim tiy rira dang 1ong theo sang ché ciing c6 thé chia

khoang tu 0 dén 10% trong lugng cla chat hoat dong bé mit cation. Cac vi du
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khong gidéi han vé chit hoat dong bé mit cation bao gdm quat
alklydimetyletanolamin (ADMEAQ), xetyltrimetyl-amoni bromua (CTAB),
dimetyldistearylamoni clorua (DSDMAC), va alkylbenzyl-dimetylamoni, hop chét
amoni bac bén alkyl, hop chit amoni bac bdn (AQA) dugc alkoxylat hoa, va cac
hdn hop cta ching.

Ché phédm chét tdy rira dang léng theo sang ché ciing c6 thé chira khoang tir
0 dén 10% trong lugng cla chét hoat dong bé mit ban cyc. Cac vi dy khong gidi
han vé& chit hoat dong bé mit ban cuc bao gém oxit amin (AO) nhu
alkyldimetylamineoxit, oxit N- (alkyl dira) -N, oxit N-dimetylamin va N- (m&-
alkyl) -N, N-bis (2-hydroxyetyl) amin, alkanolamit axit béo va alkanolamit axit
béo duoc etoxylat hoa, va cac hdn hop clia chiing.

Cubi cung, ché phdm chét tdy rira dang long theo sing ché co thé chira
khoang tir 0 dén 10% trong lugng cla chét hoat dong bé mit ion ludng tinh. Cac vi
du khong giéi han v& chit hoat dong bé mit ion 'lué'ng tinh bao gdm betain,

alkyldimetylbetain, sulfobetain, va cac hdn hop cta ching,.

Alpha-amylaza

Céc quy udc dbi véi viée chi dinh bién thd va s6 vi tri axit amin

Péi voi muc dich cua sang ché, polypeptit trudng thanh duge bde 1 trong
SEQ ID NO: 1 dugc str dung d8 x4c dinh gbc axit amin twong Ung trong amylaza
khac. Trinh tu axit amin clia alpha-amylaza khac dugc lién két vé&i polypeptit
trudng thanh dugc bc 16 trong SEQ ID NO: 1, va dua vao su lién két, s vi tri axit
amin tuong ing voi bét ky gbc axit amin trong polypeptit truong thanh dugce boc 16
trong SEQ ID NO: 1 dugc xéac dinh béng cach st dung thuét toan Needleman-
Wunsch (Needleman va Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443. 453) nhu dugc thyuc
hién trong chwong trinh Needle ctia géi EMBOSS (EMBOSS: The European
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Molecular Biology Open Software Suite, Rice et al. , 2000, Trends Genet. 16:
276-277), tht hon 14 phién ban 5.0.0 hodc méi hon. Céc thong s6 duge sir dung la:
khoang cach m¢& diém phat 12 10, khoang cach mé rong diém phat 12 0,5, va chit
nén thay thé EBLOSUMS62(phién ban EMBOSS ciia BLOSUM62). Xac dinh gbe
axit amin twong Ung trong alpha-amylaza khac co thé duogc xac dinh boi lién két
cta nhidu trinh tu polypeptit béng céach st dung mot s6 chuong trinh mdy tinh bao
g&mnmmgkmmgg&thNﬁECLESOQMHmEuUmhwb&gkywmgbg
phién ban 3. 5 hodc méi hon; Edgar, 2004, Nucleic Acids Research 32: 1792-1797),
MAFFT (phién ban 6,857 hodc méi hon; Katoh va Kuma, 2002, Nucleic Acids
Research 30: 3059-3066; Katoh et al, 2005, Nucleic Acids Research 33:. 511-518;
Katoh va Toh, 2007, Bioinformatics 23:. 372-374; Katoh et al, 2009, Methods in
Molecular Biology 537: 39-64; Katoh va Toh, 2010, Bioinformatics 26: 1899-
1900), va EMBOSS EMMA st dung ClustalW (phién ban 1. 83 hodc méi hon;
Thompson et al, 1994, Nucleic Acids Research 22: 4673-4680), st dung céc thong
s6 mic dinh twong ng cua ching.

Khi enzym khac da 1&ch véi polypeptit trudng thanh cua SEQ ID NO: 1 sao
cho so sanh trinh ty dva trén truyén théng khong phét hién mdi quan hé gifra ching
(Lindahl va Elofsson, 2000, J. Mol. Biol. 295: 613-615), thuét toan so sanh trinh tu
ting cdp khéac co thé duoc sir dung. P9 nhay 16n hon trong viéc tim kiém dua vao
trinh tu co thé dat duogc bﬁng cach st dung chuong trinh tim kiém ma st dung su
bidu didn xé4c sudt cla cic ho polypeptit (hd so) dé tim kiém co s& dir liéu. Vi du,
chuong trinh PSI-BLAST tao ra dic tinh thong qua qua trinh tim kiém co s& dit
lidu lap di l3p lai va c6 kha ning phét hién ddng déng tir xa (Atschul et al, 1997,
Nucleic Acids Res 25: 3389-3402). Ngay ca do nhay cao co thé dat duoc néu ho
hoiic siéu ho d6i véi polypeptit c6 mdt hodc nhidu sy biéu dién trong co s¢ dit ligu
cAu tric protein. Cac chuong trinh nhu GenTHREADER (Jones, 1999, J. Mol. Biol.
287: 797-815; McGuffin va Jones, 2003, Bioinformatics 19: 874-881) su dL_lrig
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thong tin tu nhidu ngudn khéc nhau (PSI-BLAST, du doin chu tric thir clp, dic
tinh 1ién két cAu triic, va tiém ning solvat hoa) 13 dau vao cho mang ludi than kinh
¢6 thé du doan nhiing 1an co cdu cho mot trinh ty truy vAn. Tuong tu nhu vy, cic
phuong phap cta Gough et al. , 2000, J. Mol. Biol. 313: 903-919, c6 thé dugc sir
dung dé sép xép trinh tu cla cAu trac khong 13 véi cdc mo hinh siéu hg c6 mat
trong co s& dir liéu SCOP. Su sép xép ¢ thé quay lai dugc st dung d8 tao ra cac
md hinh tuong déng véi polypeptit, va cac md hinh nhu véy 6 thé duoc dénh gia

vé do chinh x4c bang cich sir dung céc cong cu dugce phat triéen cho muc dich do.

Pbi véi cac protein chu tric d3 biét, mot sb cong cy va ngudn c6 sin a8 lay
va tao ra sy sap xép céu trac. Vi dy, siéu ho SCOP cua protein da dugc sip theo
cAu triic, va su sép ndy, c6 thé truy cép va tai v&. Hai ho#ic nhiu céu triic protein c6
th dugc sip cho thing hang st dung cac thuét todn nhu chét nén sép theo khoang
cach (Holm va Sander, 1998, Protein 33: 88-96) hoac mo rong két hop (Shindyalov
va Bourne, 1998, Protein Engineering 11: 739-747 ), va thyuc hién cac thuat toan
nay co thé b6 sung duge st dung d8 truy van co s& dit lidu céu tric véi mot cau
tric quan tdm 48 ¢6 thé tim ra cdu tric ddng déng (vi dy, Holm va Park, 2000,
Bioinformatics 16: 566-567). Khi mo ta cac bién thé cua séng ché, danh phap dugc
mo ta duédi day 1a phu hop d8 d3 tham khao. Viéc chit cai don TUPAC hodgc chit
viét tht axit amin ba tir duge chip thudn st dung.

Phian tir thé. Dbi v6i phan tir thé axit amin, danh phép sau ddy dugc st dung;:
axit amin géc, vi tri, dugc thé axit amin. Theo do, phén tr thé cha threonin & vi tri
226 v6i alanin duoc chi dinh 13 "Thr226Ala" hodc "T226A". Nhiéu dot bién dugc
phén tach bing dAu cong ( "+"), vi du, "Gly205Arg + Ser411Phe" hodc "G205R +
S411F", thé hién 14n lugt cac phan tit thé tai cac vi tri 205 va 411 cia glyxin (G)

vé6i arginin (R) va serin (S) v6i phenylalanin (F).
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M4t doan. Béi véi su mAt doan axit amin, danh phap sau déy duoc st dung:
axit amin géc, vi tri, *. Theo @9, viéc mét doan glyxin & vi tri 195 duge chi dinh la
"Gly195 *" hodc "G195 *". Nhidu méit doan dugc phan tach bing ddu cong ("+"),
vi du, "Gly195 * + Ser411 *" hodc "G195 * 4+ S411 *",

Cheén. Dbi v6i chén axit amin, danh phéap sau ddy duoc sir dung: axit amin
géc, vi tri, axit amin géc, chén axit amin. Theo d6, viéc chén cua lyzin sau glyxin ¢
vi trf 195 duge chi dinh "Gly195GlyLys" hodc "G195GK". Chén nhiéu axit amin
duoc chi dinh [axit amin géc, vi tri, axit amin géc, axit amin dugc chen # 1, axit
amin dugc chén # 2; v. v]. Vi dy, viéc chén lyzin va alanin sau glyxin & vi tri 195
duoc chi dinh 1a "Gly195GlyLysAla" hodc "G195GKA".

Trong trudng hop nay, gdc axit amin dugc chén duge danh sd bang cach
thém chit thuong voi sé vi trf cua gbce axit amin trude khi gc axit amin dugc chén
vao. Trong vi dy trén, trinh tu c6 thé 1a:

Goe: bién the:
195 195 195a 195b
G G-K-A

Sy thay ddi nhidu. C4c bién thé bao gdm nhidu thay ddi dugc phan tach bang
ddu cong ( "+"), vi dy, "Argl70Tyr + Gly195Glu" hogc "R170Y + GI95E" thé
hién 1an lugt cac phan tir thé arginin va glyxin ¢ vi tri 170 va 195 v6i tyrosin va
axit glutamic.

Sy thay ddi khac nhau. Néu thay doi khac nhau c6 thé duoc dua vio vi tri,
su thay ddi khac nhau duoc phan tach bing déu phdy, vi dy, "Argl170Tyr, Glu" thé
hién phan tir thé arginin & vi tri 170 véi tyrosin hodc axit glutamic. Do do,
"Tyr167Gly, Ala + Argl70Gly, Ala" chi dinh céc bién thé sau day: "Tyr167Gly +
Argl70Gly", "Tyrl67Gly + Argl70Ala", "Tyrl67Ala + Argl70Gly", va
"Tyr167Ala + Arg170Ala". |
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Ché phim chét tiy rira dang 16ng cua sang ché chira alpha-amylaza c6 it nhét
mot alpha-amylaza cé it nhit 95% trinh tu twong déng véi SEQ ID NO: 1 va alpha-
amylaza nay chira céc phan tir thé G46A + T471 + G105A + I199F khi sir dung
trong SEQ ID NO: 1 d8 danh s6.

Hon nita, alpha-amylaza cling c6 thé chtra su thay d6i. Vi dy, amylaza c6 thé
con chira tr 1 dén 20 su thay dbi, vi du, 1 dén 10 hosc 1 dén 5,nhu 1,2, 3,4, 5, 6,
7, 8, 9 hodc 10 sy thay d6i hon, néu_ su thay d6i 1a cac phan tir thé doc lap, mét
va/hodc chén va thay dbi 12 twong dbi so véi céc trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO:

1.

Céac thay ddi hoac bién d8i axit amin c6 thé c6 tinh chét nho, d6 1a cac phﬁn
tir thé axit amin bao thi hodc su chén doan ma khong anh huéng dang ké dén viéc
gép va/hodc hoat dong clia protein; su mét doan nho, thuong la tir 1 dén 30 axit
amin; su kéo dai dau tin cing- cacboxy hogdc amino- nho, nhu géc methiionin dau
tdn amino; chit lién két nho 16n dén 20 dén 25 géc peptit; hodc sy kéo dai nho tao
diéu kién cho sy thanh loc béng céach thay dbi dién tich hodc chtrc néng khéc, nhu
dudng poly-histidin, epitope khang nguyén hodc mdt mién lién két. Céc vi du vé sy
thay thé bao thu nim trong cac nhém cla cic axit amin co ban (arginin, lysin va
histidin), axit amino axidic (axit glutamic va axit aspartic), axit amin co cuc
(glutamin va asparagin), axit amin ky nudc (leuxin, isoleuxin va valin), axit amin
thom (phenylalanin, tryptophan va tyrosin), va céc axit amin nho (glyxin, alanin,
serin, threonin va methionin). Phan tir thé axit amin thuong khong lam thay d6i
hoat dong cu thé da biét trong linh vyc ki thuat nay va duoc md ta, vi dy, béi H.
Neurath va RL Hill, 1979, in "The protein", Academic Press, New York. Thay thé
thuong gip 1a Ala/Ser, Val/lle, ASP/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn,
Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg , ASP/Asn, Leu/Ile, Leu/Val, Ala/Glu,
va ASP/Gly. Ngoai ra, cic thay ddi axit amin c6 tinh chit nhu vy ma tinh chét ly
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héa otia cac polypeptit bj thay di. Vi dy, c4c thay ddi axit amin c6 thé cai thién sy
6n dinh nhiét cta polypeptit, lam thay dbi dic hiéu chit nay, thay dbi do pH téi uu,
va tuong tu.

Axit amin thiét yéu trong polypeptit c6 thé dugc xac dinh theo quy trinh da
biét trong linh vyc k¥ thudt nay, nhu sy dot bién vi tri truc tiép hoic su gdy dot
bién quét alanin (Cunningham va Wells, 1989, Science 244: 1081-1085). Theo k¥
thuat sau, dot bién alanin don dugc dua vao & mdi gbc trong phan ti, va cic phan
tir dot bién thu duoc duge kiém tra di véi hoat dong alpha-amylaza v6i xéc dinh
gdc axit amin quan trong d6i v6i hoat dong ctia cac phan tir. Xem thém, Hilton et

al. , 1996, J. Biol. Chem. 271: 4699-4708. Céc vi tri hoat tinh cia enzym hodc su
twong tac sinh hoc khéc cling c6 thé dugc x4c dinh bang cdch phén tich vét 1y cla
cAu tric, dugc x4c dmh béng cac k¥ thuat nay nhu cong hudng tur hat nhan, tinh thé
hoc, nhiu xa electron, hodc din nhén ai luc anh, két hop véi dot bién cua axit
amin vi tri tiép xuc gia. Xem, vi du, de Vos et al, 1992, Science 255:. 306-312;
Smith et al. , 1992, J. Mol. Biol. 224: 899-904; Wlodaver et al. , 1992, FEBS Lett.
309: 59-64. Su twong dong cia c4c axit amin thiét yéu cling ¢ thé duoc suy ra tir
su sap thanh hang véi polypeptit c6 lién quan.

Theo phuong 4n khac, amylaza cua ché phdm tdy rira dang long cla sing
ché c6 it nhit 14 96%, hodc it nhit 14 97%, hodc it nhét 13 98%, hogc it nhat 1a 99%
nhung nho hon 100% trinh ty twong ddng v6i amylaza SEQ ID NO: 1 va chira cac
phan ttr thé G46A + T471 + G105A + I199F.

Duéi day, ché phdm tdy rira dang long da cai thién sy 4n dinh va/hoic hoat
dong sau khi bao quan va/hodc hiéu suat rira dugc cai thién trén vét ban chura tinh
bot sau khi luu trir cia cac chét tdy rira 16ng dugc dé xuét. Thoi gian luu trit co thé
itnhétlé1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,
24, 25, hodc it nhét 13 26 tudn hodc thoi gian thdm chi 14u hon. Nhigt dd trong luu
trit c6 thé 13 nhidt d6 ¢6 lidn quan bét ky, nhu tir 20 dén 40°C, nhu 20, 22, 25, 30,
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35,37 hodc 40°C. Céc nha sang ché d3 phat hién ra rang hiéu suét luu trit vi dy sau
1 tudn & 40°C hodc sau 2 tudn & 37°C, chét ty rira dang ldng cua sang ché hiéu
sut rira duge cai thién so véi chét tay rira dang 1éng tugng tu chira alpha-amylaza
cua SEQ ID NO: 1, cu thé 13 trén cac Vét»bén chira ho tinh bot (Xem vi dy dudi
day). Mot ly do dbi v6i su cai thién ndy trong hiéu suét rira c6 thé 13 amylaza c6
phé”m tir thé dugce d& cap & trén trong SEQ ID NO: 1 da duogc cai thién su 6n dinh
trong chét tdy rira dang 16ng so v6i amylaza SEQ ID NO: 1. Do do, theo mot
phuong an, sang ché lién quan dén ché phim tiy rira dang 16ng chira amylaza nhu
duoc dinh nghia & trén, trong d6 alpha-amylaza c6 mot sy 6n dinh luu trit duge cai
thién trong cac chét tiy rira dang léng twong d6i so véi alpha-amylaza ctiia SEQ ID
NO: 1.

Su én dinh luu trit duoc céi thién c6 thé duge xac dinh 1a hoat dong du
luong sau mét thoi gian luu tri tir 1 dén 8 tuln, nhu tir 2 dén 6 tuln, t6t hon 15 2,3,
4, 5 hodc 6 tudn (xem cic vi du). Theo phuwong an khéc, sang ché lién quan dén ché
phim tay rira dang 16ng chira amylaza nhu dugc md ta & trén ma ché pham tay rira
dang long da dugc cai thién hiéu sudt rira sau khi bao quéan chat tdy rira dang long
trong hai tudn & 37°C, so v6i ché pham tdy rira dang long chira alpha-amylaza SEQ
ID NO: 1.

Ché pham tiy rtra dang 10ng cla sang ché bao g(‘Sm thém mdt chit cang hoa,
trong do chét cang hoéa 1a HEDP hogc mét chét cang héa khac c6 kha ning cang
hoa bing hodc cao hon so véi HEDP dudi didu kién ddng nhét, trong d6 HEDP
hodc méot chét cang hoa khac c6 mit véi néng do it nhét 0,25% trong luong. Nhu
da duge dé cap & trén, chit cang héa co thé duoc bd sung vao ché phém tay rira.
Céc chit nay hoat dong dé giam ndng do clia cac ion canxi tu do trong ché phém.
Tuy nhién, hAu hét cac alpha-amylaza cin canxi cho hoat dong. Céc nha sang ché
da phat hién ra rang alpha-amylaza theo didm 1, didu ngac nhién 1a sy 6n dinh

trong chét tay rira dang léng chua céc chét cang héa va ma dn dinh ngay ca trong
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chit tiy rira dang 16ng chira véi lugng cao hodc rAt cao cla cc chét cang hoéa. Cac
kha nang cua chét cang héa d6i voi viée giam lugng ion canxi ty do co thé dugc
md ta theo vi du 5 (xem bang 12. 1).

| Theo mdt phuong an, cac chét tdy rira dang 16ng theo sang ché chua chét
cang héa véi lugng it nhét 0,25% trong luong, nhu it nhét 13 0,3%, hodc it nhét 13
0.4, nhu it nhét 13 0,5, 0,6, 0,7, 0. 8, 0,9, 1,0% trong luong hogc tham chi it nhat
1,5% trong lugng. Chét cang hoa c6 kha ning lam giam lugng ion canxi ty do béng
hosic t8t hon so v6i kha ning lam gigm luong ion canxi ty do cia chét cang hoa
HEDP véi luong 0,25% trong lugng. Kha nang nay cta vige lam giam canxi ty do
c6 thé duge do trong chat tdy rira dang léng cla chét tiy rira mau 2 & 21°C hodc
37°C. Do d6, cic chét cang héa nén duge thém vao véi lugng sao cho kha néng
lam gidm lugng ion canxi tw do la it nhit bing kha ning ctia HEDP néu trén véi
lugng 0,25% trong lugng. Tuc la, néu str dung chét cang hoéa v6i kha nang lam
giam lugng ion canxi ty do ma kha nang thép hon so véi cua HEDP vdi lugng
twong duong trong chét tdy rira dang 16ng hodc trong chit dém nhu duge mo ta
dudi day, sau do chét cang héa nén dugc thém vao voi lugng cao hon dé dat duoc
kha ning lam gidm lugng jon canxi tw do ma la it nhit bing kha ning ctia HEDP
néu trén véi luong 0,25% trong luong. Cac yéu t6 anh hudng dén kha ning lam
giam luong ion canxi tu do d& biét boi cac chuyén gia trong linh vuc k§ thuat nay.
Chung bao gbm 4i luc lién két v&i canxi va luong cla chit cang hoa. Theo phuong
4n khac, chit cang héa duge thém vao vé6i lwong tuong tng voi thém it nhat 0,3%,
hodc it nhét 14 0,4, nhu it nhét 13 0,5, hoic 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 hogc 1,0% trong luong
ctia HEDP hodc tham chi it nhét 1a 1,5%, 1,7%, 1,8%, 1,9%, hofc it nhat 1a 2,0%
trong luong cia HEDP vao chét tiy rira dang long. Do d6, céac chét cang hoa nén
duoc thém vao voi ludng sao cho kha nang lam giam ndng dd ion canxi ty do trong
chét tdy rira dang long la it nhAt béng v6i kha ning néu trén ciia HEDP véi luong it

nhat 13 0,3%, hodc it nhét 13 0,4, nhu it nhat 1a 0,5, hodc 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 hodc
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1,0% trong luong ctia HEDP hogc tham chi it nhét 1a 1,5%, 1,7%, 1,8%, 1,9%,
hodc it nhét 12 2,0% trong luong.

Theo phuong 4n khac, kha nang lam giam néng do ion canxi ty do duoc so
sénh béng cach do kha ning néu trén trong 80 mM kali clorua va 49 mM Epps ¢
21°C va d6 pH béng 8,0. Kha ning cla chét cang héa 1am giam lugng ion canxi ty
do dugc md ta dudi day dudi "chét cang hoa dic trung". Theo phuong én, chit
cang hoa 1a HEDP. Theo céc phuong én khac chét tiy rira dang 16ng cla sang ché
chtra it nhét 0,25% trong luong HEDP, nhu it nhét 1a 0,3%, hoic it nhét 1 0,4, nhu
it nhét 13 0,5, hodc 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 hodic 1,0% trong luong hogc tham chi it nhét 12
1,2%, 1,3%, 1,4%, 1,5%, 1,6%, 1,7%, 1,8%, 1,9%, hodc it nhét 13 2,0% trong
luong.

Theo phuong an khac, chét tiy rira dang long cua séng ché chira mot hodc
nhidu chit cang hoa véi lugng sao cho kha ning chét cang hoéa trong chét tay rira
néu trén it nhit trong tng véi kha nang cang hoa thu duge khi thém 0,25% trong
luong HEDP vao.

Theo phuong an khac, chét tdy ria dang long cla sing ché chira mot hodc
nhiéu chit cang hoa véi lugng sao cho trong kha néng cang hoéa trong chét tay rira
néu trén it nhit twong Ung véi kha ning cang hoa thu duge khi thém 0,3% trong
lugng HEDP. Theo phuong 4n khac, chét tiy rira dang long clia sang ché chira mot
hodic nhiéu chat cang héa véi lugng sao cho trong kha ning cang hoa chét tay rira
néu trén it nhét tvong tmg véi kha ning cang hoa thu dugce khi thém 0,4% trong
lwong HEDP. Theo phuong 4n khac, chét tiy rira dang long cla sang ché chira mot
hoic nhidu chét cang hoéa véi lugng sao cho trong kha néng .céng hoa chét tdy ria
néu trén it nhit trong tmg véi kha ning cang hoéa thu dugce khi thém 0,5% trong
lugng HEDP. Theo phuong 4n khéc, chét tay rira 1éng cla sang ché chira mot hodc

nhiéu chit cang hoa véi lugng sao cho trong kha néng cang hda chat tay rira néu
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trén it nhat twong g véi kha ning cang hoa thu duge khi thém 0,6% trong lugng
HEDP.

Theo phuong én khic, chét tdy rira 1éng cua sang ché chira mot hodc nhiéu
chit cang hoa véi lugng sao cho trong kha ning cang hoa chét tiy rira néu trén it
nhit trong tng voi kha nang cang héa thu duge khi thém 0,7% trong luong HEDP.
Theo phuong an khac, chét tiy rira 16ng cla sang ché chira mot hodc nhiéu céc chét
cang hoa véi lugng sao cho trong kha nang cang hoa chét tiy rira néu trén it nhét
turong ing vo6i kha nang cang hoa thu duge khi thém 1,0% trong Iugng HEDP.

Theo phuong an khac, chét tiy rira 10ng cua sing ché chira mdt hodc nhiéu
chit cang hoa véi lugng sao cho trong kha néng cang hoa chét tiy rira néu trén it
nhit twong tng véi kha ndng cang hoéa thu dugce khi thém 1,5 % trong luong HEDP.
Theo phuong an khéc, chét tiy rira 16ng cla séng ché chira mét hodc nhiéu céc chit
cang héa véi lugng sao cho trong kha nang cang hoa chét tiy rira néu trén it nhét
tuong Ung voéi kha nang cang hoa thu duge khi thém 2,0% trong luong HEDP.

Theo phuong 4n khac, chét cang hoa 1a DTMPA v6i luong it nhét 12 0. 25%
trong lugng hodc it nhét 1a 0,3%, hodc it nhét 13 0,4, nhu it nhét 13 0,5, hoic 0,6,
0,7, 0,8, 0,9 hodc 1,0% trong lugng cua HEDP hodc thdm chi it nhét 13 1,5%, 1,7%,
1,8%, 1,9%, hodc it nhét 13 2,0% trong luong. Trong cac vi du co thé thiy rang
amylaza clua cac chét tiy ria 16ng cua sang ché (nhu amylaza cua SEQ ID NO: 1
c6 dot bién G46A + T47I + G105A + I199F) da cai thién vé sy 6n dinh va hiéu
suét rira dugc cai thién trong chét tiy rira dang long chira luong cao cia chét cang
hoa (chét tiy rira miu 2) so voi chét tiy rira dang long chira amylaza ciia SEQ ID
NO: 1. Vao thoi gian luu trir 1du hon va nhiét dd cao hon, sy khac biét s€ théy ro
rét hon. Do do, ché phim tiy rira dang 16ng cua sang ché c6 wu diém ma ngay ca &
kha niang cang hoa cao (d& giam lugng ion canxi ty do) amylaza 12 én dinh va c6
hidu suét rira tot va hiéu sut nay tot hon so voi Termamyl ™ hodc amylaza cua

SEQID NO 1.
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Ché phdm tay rira dang long cla sang ché 1a ché phim tiy rtra giat. Do pH
clia ché phém tAy rira dang 16ng clia sang ché c6 thé it nhét127,5, 8,0, 8,5 hodc 9,0.
Ché phim tay rira dang long c6 thé con chira mdt hodc nhiéu chét phu gia lam sach
nhu duogc mo ta dudi day, t6t hon 13 véi lugng nam trong khoang tir 0,01 dén
99,9% trong lugng. Theo phuong 4n khac, ché phdm tdy rira dang long cua sang
ché bd sung chira mot hodc nhiéu enzym khéac nhu proteaza, lipaza, peroxidaza,
enzym Vi khudn khéc, glucoamylaza, amylaza maltogenic, CGTase, mananaza,
cutinaza, lacaza va/hodc xenlulaza .

Amylaza co thé dugc thém vao ché phdm tiy rira dang long voi luong tuong
ung voi 0,001 dén 200 mg protein, vi du ,005 dén 100 mg protein, t5t hon 12 0,01
dén 50 mg protein, nhu 0,028 mg protein hodc tot hon nita 1a 0,05 dén 20 mg
protein, tham chi tdt hon nfra 13 0,1 12 10 mg protein cho mdi lit dung dich lam
sach.

Mic du diéu nay khong thuc sy can thiét, amylaza cta ché phdm tdy rira clia
sang ché c6 thé duoc 4n dinh béng cac chét 6n dinh thong thudng, vi du, polyol,
propylen glycol hodc glyxerol, mdt loai duong hodc dudng, axit lactic, axit boric,
hodc dan xuat axit boric, vi du, este borat thom, hodc dan xuét axit boronic phenyl
nhu axit boronic 4-formylphenyl, va ché phdm co thé dﬁqc didu ché nhu dugc md

ta, vi du, W092/19709 va W0O92/19708.

Céc thanh phéan khac
Chét hudng hydrat

Chét hudng hydrat 12 hop chit ma hop chét ky nudc hoa tan trong dung dich
chira nudc (hodc chét trai ddu, cac chét phan cuc trong méi truong khong phén
cuc). Thong thuong, chit huéng hydrat c6 c& hai dic tinh ua nude va ky nudce

(duoc goi 1a dc tinh c6 ca ua nude va ky nudc nhu di biét tir cht hoat dong bé
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mét); Tuy nhién cAu tric phén tir clia ch4t hudng hydrat thuong khong hd tro tu tap
hop tu phat, vi du xem xét béi Hodgdon va Kaler (2007), Current Opinion in
Colloid & Interface Science 12: 121-128. Céc chét huéng hydrat khong hién thi
ndng do quan trong trén ma ty tap hop xay ra nhu tim thiy cho chit hoat dong bé
mit va vi hat tao ra lipit, dang tAm hodc dugc x4c dinh rd pha-meso. Thay vao do,
nhiéu chét huéng hydrat thé hién qua trinh tip hop kiéu lién tuc ma cac kich thude
ctia chit cbt lidu ting khi ndéng do ting 1én. Tuy nhién, nhidu chit huéng hydrat
lam thay dbi dac tinh pha, su 4n dinh, va dic tinh keo cua hé théng cO chira cac
chét co tinh phan cyc va khong phan cuc, ké ca hdn hop cua nudc, dau, chét hoat
dong bé mit, va polyme. Céc chét hudng hydrat duge st dung lau doi qua cac
nganh cong nghiép tir duge pham, chim séc c4 nhén, thuc phim, dén cac tmg dung
k¥ thuét. S dung cac chit hudng hydrat trong ché pham tay rira va lam sach cho
phép vi du ché phim c6 dic hon cua chit hoat dong bé mit (nhu trong qua trinh
nén chét tiy rira dang long bing cach loai bd nudc) ma khong gy hién tugng
khong mong mudn nhu tach pha hodc d6 nhdt cao.

Chét tay rira c6 thé chira 0 dén 25% trong luong, nhu khoang tir 0,5 dén 10%,
hodc khoang tur 2 dén 5% trong lugng cua chat huéng hydrat. Bt ky chat hudng
hydrat da biét trong linh vuc k§ nay dung trong chét tay rira c6 thé duoc st dung.
Céc vi du khong giéi han vé c4c chat hudng hydrat bao gbm natri benzen sulfonat,
natri p-toluen sulfonat (STS), natri xylen sulfonat (SXS), natri cumen sulfonat
(SCS), natri xymen sulfonat, oxit amin, ruou va polyglycolete, natri
hydroxynaphthoat, natri hydroxynaphtalen sulfonat, natri sulfat etylhexyl,

Monoetanolamin, Dietanolamin, trietanolamin va cac hon hgp cta chung.

Chét phy gia va ddng chét phy gia
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Ché phim tay rira c6 thé chtra khoang 0 dén 65% trong lugng, ching han
nhu khoang tir 5 dén 45% trong luong cla chét phu gia hotic ddng chét phu gia tay
rira, hodc hdn hop cua chung. Chét phu gia va/hoic ddng chét phu gia c6 thé cy thé
13 mdt chit cang héa ma cang hoa tan trong nuée v6i Canxi va Magié. Téc nhan
cang hoa hoac chét cang hoéa 1 nhiing chit ma tao ra cac phan tir v6i cac ion kim
loai nhit dinh, 1am bét hoat céc ion dé ching khong thé phan tng véi cac nguyén
t6 khéc do d6 chat lién két nhim ngin hoat dong hod hoc bang cach cang hoa. Su
cang hoa 13 sy tao ra hodc sy c6 mit cua hai hodc nhidu lién két riéng gitra phéi tur
va nguyén tr trung tam duy nhét. Phdi tir c6 thé 1a bat ky hop chét hitu co, silicat
hoac phosphat. Trong béi canh sang ché thuit ngit "chét cang hoa" gdm chét cang
héa, tac nhan cang hoa, cac tac nhan cang hoa, chéit cang hoa, hodc céc chét ¢6 lap
ma cang héa hoa tan trong nudc véi cac ion kim loai nhu canxi va magié. Hiéu qua
cang héa md ta ai lyc duoc cai thién cua phéi tu cang héa cho ion kim loai so v6i
ai luc cua tap hop cac phéi tu khong cang hoa tuong ty cho kim loai tuong tu. Chét
cang hoa c6 kha nang lién két v6i cac ion kim loai, cu thé 13 ion canxi (Ca2+), va
da duge st dung phd bién trong céc chét tiy rira va ché phim néi chung dé rira,
ching han nhu giat hodc rira dia. Tuy nhién chét cang héa da thé hién ban than
chiing tc ché hoat dong enzyme. Thudt ngft chét cang hoa dugce ding trong cac
tmg dung hién nay thay thé cho nhau véi "tdc nhan cang hoa" hodc "tdc nhan cang
hoa" hodc "chét cang hoa".

Vi hau hét amylaza alph 1a canxi nhay cam, sy c6 mat cua chét cang hoa c6
thé 1am gidm hoat dong ctia enzym. DY nhay canxi clia alpha-amylaza c6 thé duoc
x4c dinh bang cach U alpha-amylaza dd dugc dua ra trong su cO mat cua chét cang
hoa manh va phan tich dnh hudng clia viéc G nay vao hoat dong cua amylaza theo
van dé. Alpha-amylaza nhay cdm canxi s& mét di phan 16n hoic tht ca cac hoat

dong ctia né trong qua trinh u.
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Céc chét cang héa dic trung: Nhu da duge d@é cap anh hudéng cang hoa hodc
céc hiéu ing cang héa md ta ai lyc duge cai thién cla cac phdi tir cang héa cho ion
kim loai so v6i 4i luc cda tap hop cua cac phéi tir khdng cang hoa twong tw cho céc
kim loai nhu nhau. Tuy nhién, sttc manh cta hiéu tng cang héa nay c6 thé duoc
x4c dinh béi céc thir nghiém hodc cac phuong phép do ludng qua do phéan biét
hodc xép hang cac chét cang héa theo hiéu Umg cang hoa ctia ching (hodc sirc
manh). Theo m¢t thir nghiém cac chét cang héa c6 thé dugc dic trung boi kha
ning cua chung lam giam ndng do clia cac ion canxi tw do(Ca2+) tir 2,0 mM xudng
0,10 mM hodc nho hon & 6 pH b%mg 8,0, vi du bﬁmg cach dung thir nghiém dua
trén c4c phuong phap duge md ta boi MK Nagarajan et al. , JAOCS, Vol. 61,n0. 9
(September 1984), pp. 1475-1478. Mdt vi du vé dic tinh cta chét cang hoa bang
cach st dung Nagarajan et al. phuong phép co ban dugc mo ta trong vi du 3a. Tt
hon 13, chét cang héa theo céc sang ché bao gbém céc chit cang héa c6 kha ning
lam giam néng dd cuia céc ion canxi ty do tir 2,0 mM Xuéng 0,1 mM ¢ néng do can
bang hoic thip hon ndng d6 cia HEDP can thiét dé 1am giam ndng d6 ion canxi ty
do tir 2,0 mM dn 0,10 mM & clng didu kién. Vi véy,chét cang héa cua sang ché
¢6 thé bang hoic hon "canxi ty do", 1am gidm kha nang nhw HEDP trong diéu kién
twong ty hodc giéng hét nhau.

Tét hon 14, chét cang hoéa theo sang ché bao gém cac chét cang héa c6 thé
lam giam ndng do cua céc ion canxi ty do tir 2,0 mM dén 0,1 mM & ndng do dudi
10 mM, tét hon 13 du6i 9,5 mM, tét hon 1a duéi 9 mM, tét hon 1a dusi 8,5 mM, bt
hon 14 duéi 8 mM, 6t hon 14 duéi 7,5 mM, tt hon 1a dudi 7 mM, t6t hon 1a dudi
6,5mm, t5t hon 1a du6i 6 mM, t5t hon 1a dusi 5,5 mM, tét hon 1a duéi 5 mM, tot
hon 13 du6i 4,5 mM, dudi 4 mM, tdt hon 1a duéi 3,5 mM, 6t hon 13 13 duéi 3 mM,
6t hon 13 dudi 2,5 mM, tét hon 1a dudi 2 mM, tét hon 1a dudi 1,5 mM hogc ot
hon 1& dudi 1 mM, khi duoc do trong 80 mM kali clorua va 49 mM Epps ((4-
(2hydroxyetyl) axit piperazin-1-propansulfonic) ), 6 d6 pH béng 8 & 21°C. Theo

-20-



26653

phuong an dugc dac biét vu tién la chét cang hoa c6 thé 1am giam ndéng d6 clia cic
ion canxi tu do tur 2,0 mM dén 0,1 mM khi duoc do trong 80 mM kali clorua va 49
mM Epps, & d6 pH bing 8 va 21°C va sir dung ion canxi phén cyc chon loc dé xac
dinh ndng d6 canxi tu do, nhu dugc md ta trong muc "Chét va phuong phép". Vi
vay tot hon 13, chét cang hoa bao.gck)m chét cang héa ma c6 thé 1am giam ndng do
cua céc ion canxi tu do tur 2,0 mM dén 0,10 mM & néng d6 dudi 10 mM, tdt hon 1a
du6i 9,5 mM, tét hon 1a duéi 9,0 mM, t&t hon 1a dudi 8,5 mM, tot hon 12 dudi 8,0
mM, tét hon 13 dudi 7,5 mM, tét hon 1a dudi 7,0 mM, tét hon 1 dudi 6,5 mM, tot
hon 13 du6i 6,0 mM, tt hon 1a duéi 5,5 mM, tét hon 1a duéi 5,0 mM, tot hon 1a
dui 4,5 mM, 5t hon 1a duéi 4,0 mM, t6t hon 13 dudi 3,5 mM, 6t hon 12 duéi 3,0
mM, tét hon 14 dusi 2,5 mM, t6t hon 13 dudi 2,0 mM, 6t hon 13 dudi 1,5 mM hode
t&t hon 1a dudi 1,0 mM khi duge thir nghiém & d6 pH bang 8,0 va 21°C, nhu m6 ta
trong muc "Chét va phuong phép".

Theo phuong an dugc uu tién ddc biét, chat cang héa c6 thé 1am giam ndng
dd cta cac ion canxi tu do tir 2,0 mM dén 0,10 mM khi dugc do trong 80 mM kali
clorua va 49 mM Epps ¢ do pH bing 8 va 21°C & ndng do 9 mM dén 0,5 mM, tdt
hon 13 9 mM dén 1 mM, tét hon 13 8 mM dén 1 mM, tét hon 1a 7 mM dén 1 mM,
6t hon 12 6 mM dén 1 mM, tét hon la 5 mM dén 1 mM, t5t hon 1a 4 mM dén 1
mM, 4t hon 13 3 mM dén 1 mM, tét hon 13 2 mM dén 1 mM, t6t hon 12 9,0 mM
dén 1,5 mM, tt hon 1 8,0 mM dén 1,5 mM, tdt hon 13 7,0 mM dén 1,5 mM, t6t
hon 13 6,0 mM 1,5 mM, tét hon Ia 5,0 mM dén 1,5 mM, 5t hon 1a 4,0 mM dén 1,5
mM , t6t hon 13 3,0 nM dén 1,5 mM, tét hon 13 2,5 mM dén 1,0 mM, t6t hon 12 2,0
mM dén 1,1 mM, t6t hon 1a 1,85 mM dén 1,0 mM.

Viéc giam néng dd ion canxi tu do tir 2,0 mM Ca2+ dén 0,10 mM, tuong
g v6i viée giam d§ cumg cua nude tir 200 ppm (CaCO3, trong cac hinh thtc cua

Ca (HCO3) 2 trong sy hién dién ctia CO2 c6 tinh axit) dén 10 ppm. Murc chét phu
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gia tdi thidu duoc tinh tr mudi natri cia chit cang héa va trén co s& chét cang héa
kho 100%.

Céc hiéu ing cang hoa cua chét cang héa cling c6 thé duoc do twong ddi véi
xitrat. Nong do ctia xitrat c6 thé 1am giam ndng d6 ion canxi tu do tir 2,0 mM dén
0,10 mM dugc gan gia tri la 1 va chét cang hoa thu duge dugce so sanh véi gia tri
ndy. Chét cang hoa dugc uu tién theo sang ché c6 kha ning lam gidm nbéng do
canxi tu do tr 2,0 mM dén 0,10 mM & néng d6 dudi 0,9, nhu dudi 0,8, nhu dudi
0,7, nhu dudi 0,6, nhu dudi 0,5, nhu dudi 0,4, nhu duéi 0,3, nhu dudi 0,2, nhu
dusi 0,1 1in thAp hon so voi ndng db xitrat, khi duoc do & do pH 8,0 va 21°C. Chét
cang hda dugc uu tién theo sang ché ¢4 kha ning lam giam ndng do canxi tu do tir
2,0 mM dén 0,10 mM & ndng d6 dusi 0,9, nhu dudi 0,8, nhu dusi 0,7, nhu dudi
0.6, nhu dudi 0,5, nhu dudi 0,4, nhu dusi 0,3, nhu duéi 0,2, nhu dudi 0,1 lan thap
hon so v6i ndng d9 xitrat, khi duogc do ¢ d6 pH béng 8,0 & 21°C béng cach st dung
ion canxi phan cyc chon loc 8 x4c dinh ndng d6 canxi ty do khi duge do trong 80
mM kali clorua va 49 mM Epps ¢ 21°C va d6 pH béng 8,0.

Theo phuong 4n dac biét duoc uu tién, chét cang héa cé thé 1am giam nong
dd cda céc ion canxi ty do tir 2,0 mM dén 0,10 mM & néng do chét cang hoa dudi
1,0 dén 0,1, nhu dudi 0,9 dén 0,1, nhu dudi ddy 0,8 dén 0,1, nhu dusi 0,7 dén 0,1,
nhu dudi 0,6 dén 0,1, nhu dusi 0,5 dén 0,1, nhu duéi 0,4 dén 0,1, nhu dusi 0,35
dén 0,1, nhu duéi 0,3 dén 0,1 14n thap hon so véi ndng dd xitrat c6 thé giam ndng
dd cta céc ion canxi tu do tir 2,0 mM dén 0,10 mM, khi do & d6 pH 8,0 va 21°C.
Vi vy, chit cang hoéa theo sang ché c6 thé 1am giam ndng d6 ion canxi tu do tir 2,0
mM dén 0,10 mM & ndng do thdp hon ndéng d§ ctia HEDP can thiét dé 1am giam
néng do ion canxi ty do tir 2,0 mM dén 0,10 mM & cing diéu kién.

Ngoai ra, sttc manh cua phirc durgc tao ra gitta chét cang héa va cac ion kim
loai nhu canxi va/hodc magié, dugc thé hién bﬁng tri sb log K (cén béng hodc lién

két hodic tach ra hodc tinh én dinh khong di). Sy khong déi nay c6 thé dugc do &
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d6 pH nhét dinh, & mét nhiét do nhét dinh, & do manh ion nhét dinh. Nhu da d8 cap
& trén strc manh cia phic duge tao ra gilta chit cang héa va ion kim loai, vi du,
canxi vi/hodc magié c6 thé dugc thé hién nhu trj s6 Log K (can bang hofc lién két
hodc tach ra hoac tinh én dinh khong ddi), hing s6 ¢ thé duoc do bang nhiét
lwong ké chun déng nhiét (ITC) nhu dugc md ta trong A. Nielsen et al. , Anal.
Biochem. Vol. 314, (2003), trang 227-234 va tir tri s6 K, Log K ¢6 thé dugc tinh 1a
logarit cua tri s6 K (co sb 10). Tri 36 log K duogc do béng phuong phép nay s& phu
thudc vao nhiét do, d6 pH, d¢ manh ion, vi v@y didu quan trong 1a khi so sanh tri sb
log K, ching duoc xé4c dinh tuong tu, t&t hon 13 céac diéu kién nhu nhau. Hon nira,
bang cach dua vao tiéu chudn dé tham khao, nhu xitrat, tic dong tir cac thay d6i
trong cac thr nghiém c6 thé duoc giam. Tt hon 13, log K duge xac dinh nhu da
dugc mo ta trong muc "Chét va phuong phép" cua céc tmg dyng hién nay, do doé
theo moOt phuong an clia sang ché chét cang hoéa trong ché phim theo sang ché c6
log K it nhét 1 3, nhu it nhét 14 4, nhu it nhét 1& 5, nhw it nhét 13 6, nhu it nhét 1 7,
nhu it nhit 13 8, nhr it nhét 14 9, nhu it nhét 13 10, nhu it nhat 1 11, khi log K dugc
do & d6 pH bang 10 va 19°C nhu dugc mé ta trong muc "Chét va phuong phéap".
Tri s log K cua chét cang hoa trong ché phdm theo séng ché ciing c6 thé nam
trong khoang tur 3 dén 11, nhu ndm trong khoang tir 3 dén 10, nhy nam trong
khoang tu 3 dén 9, nhu ndm trong khoang tir 3 dén 8, nhu nim trong khoang tlr 4
dén 11, nhu ndm trong khoang tir 5 dén 11, nhu nim trong khoang tir 6 dén 11, nhu
nam trong khoang tir 4 dén 10, nhu ndm trong khoéang tir 5 dén 10, nhu ndm trong
khoang tur 4 dén 9, nhu ndm trong khoang tir 5 dén 9, nhu ndm trong khoang tir 4
dén 8, cu thé 13 nim trong khoang tir 5 dén 8. Tt hon 13, log K cua chét cang hoa
trong ché phim theo séng ché 13 yéu t6 it nhit 13 1, nhu it nhit 1a 1,33, nhu it nhét
3 1,67, nhu {t nhét 13 2, nhu it nhét 13 2,33, nhu it nhét 12 2,67, nhu it nhét 1 3, nhu
it nhét 14 3,33, nhu it nhat 1a 3,67 1in log K cua xitrat duge xac dinh nhur duge mo

ta trong muc "Chét va phuwong phép". Chét cang héa trong ché phim theo séng ché
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cling c¢6 thé nim trong pham vi cla yéu t6 1 dén 3,67, nhu ndm trong khoang tir 1
dén 3,33, nhu ndm trong khoang tir 1 dén 3,00, nhu nim trong khoang tir 1 dén
2,67, nhu nim trong khoang tir 1,33 dén 3,67, nhu ndm trong khoang tir 1,33 dén
3,33, nhu nim trong khoang tir 1,33 dén 3,00, nhu ndm trong khoang tir 1,33 dén
2,67, nhu nim trong khoang tir 1,67 dén 3,67, nhu nam trong khoang tir 1,67 dén
3,33, nhu nim trong khoang tir 1,67 dén 3, cu thé 1a tir 1,67 dén 2,67 1an log K cua
xitrat dugc xac dinh nhu duge mo ta trong muyc "Chét va phwong phap ". Chét cang
héa hitu ich c6 thé 13, nhung khong giéi han, cic chit sau: axit N (1,2-
dicarboxyetyl) -D, L-aspartic (IDS), axit N- (2-hydroxyetyl) iminodiaxetic (EDG),
axit aspartic axit N-monoaxetic (Asma), axit aspartic axit-N, N-diaxetic (ASDA),
axit aspartic axit N-monopropionic (ASMP), axit iminodisucxinic (IDA), N- (2-
sulfometyl) axit aspartic (SMAS), axit N- (2-sulfoetyl) aspartic (SEAS), axit
glutamic N- (2-sulfometyl) (SMGL), axit glutamic N- (2-sulfoetyl) (SEGL), axit
N-metyliminodiaxetic (MIDA), o -alanin-N, axit N-diaxetic (o -ALDA), serin-N,
axit N-diaxetic (SEDA), isoserin-N, axit N-diaxetic (ISDA), phenylalanin-N, axit
N-diaxetic (PHDA), anthranilic axit-N, N axit -diaxetic (ANDA), axit-N sulfanilic,
axit N-diaxetic (SLDA), taurine-N, axit N-diacetic (TUDA), sulfomethyl-N, axit
N-diacetic (SMDA), N - (hydroxyetyl) -etylidenediamintriaxetat (HEDTA),
dietanolglyxin (DEG), aminotris (axit metylenphosphonic) (ATMP).

Chét cang héa duoc uu tién chira mdt nhém amin va co thé 1a, vi du,
aminopolycarboxylat hodc phosphonit. N6 c6 thé 12 phan tir monome gbém mot, hai
ho#ic ba nhém amin (thuong 13 nhém amin bic mét hodc nhém amin béc hai), va
né c6 thé chira hai, ba, bdn hodc nim nhém carboxyl hodc thdm chi nhiéu nhém
carboxyl hon. Céc chét cang héa c6 thé chira phospho hogc khéng chira phospho.
C6 rat nhidu cach d& nhom cac chat cang héa mot cach co thé nhu sau:

Chét cang hoéa co thé duoc cacboxylat hoiic duoc dya trén cdc nhom

carboxylat nhu EDTA (etylen diamin tetraaxetat), NTA (2,2',2"-nitrilotriaxetat),
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xXitrat, 2-hydroxypropan-1,2,3tricarboxylat, DTPA (axit
dietylentriaminpentaaxetic), MGDA (axit metylglyxindiaxetic hoac N, N'-
bis(carboxymetyl) alanin), EGTA (etylen glycol axit tetraaxetic), EDDS
(etylendiamin- N, N' axit -disucxinic), GLDA (axit L-Glutamic, axit N, N-diaxetic),
Polycarboxylat nhu PAA [poly (axit acrylic)], PAA/PMA [copoly (axit acrylic/axit

maleic)].

Chét cang hoa chtra phospho ¢ thé 13 polyphosphat hodc phosphonat, nhu
natri tripolyphosphat (STP), HEDP (axit 1-Hydroxyetyliden-1,1-Diphosphonic),
EDTMP [bis (phosphonometyl) amino] axit metylphosphonic] hodc (etylendiamin
tetra cang hoéa  (metylen axit  phosphonic)), EDTMPA  (axit
etylendiamintetrametylenetetraphosphonic), DTPMP (dietylentriamin  penta
(metylen axit phosphonic), DTMPA (dietylentriaminpenta (axit metylen-
phosphonic)). Cac chét cang hoa c6 thé chira nito nhu trong EDTA, NTA, DTPA,
PDTA, GLDA, MGDA, EDDS, EDTMP, EDTMPA, va DTPMP hodc Asma,
ASDA, ASMP, IDA, SMAS, SEAS, SMGL, SEGL, MIDA, a- ALDA, SEDA,
ISDA, PHDA, ANDA, SLDA, TUDA, SMDA, HEDTA, DEG, ATMP, hoic hdn
hop cua chung.

Do d6, cac chét cang hdéa duge uu tién co thé 1a nhung khong giéi han nhu
sau: axit etylendiamin-tetra-axetic (EDTA), dietylen triamin penta metylen axit
phosphonic (DTMPA, DTPMP), hydroxy-etan axit diphosphonic (HEDP),
etylendiamin N, axit N'-disucxinic (EDDS), metyl glyxin axit di-axetic (MGDA),
dietylen triamin penta axit axetic (DTPA), propylen axit diamin tetraaxetic
(PDTA), 2-hydroxypyridine-N-oxit (HPNO), metyl glyxin axit diaxetic (MGDA),
axit glutamic N, axit N-diaxetic (N, N-dicarboxymetyl mudi axit glutamic
tetranatri (GLDA) va axit nitrilotriaxetic (NTA) hogc hdn hop ctia chiung. Cac chét

cang héa c6 thé c6 mit ¢ dang axit hodc mudi, t6t hon 13 céc chat cang hoa co6 thé
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c6 mit nhu natri, kali, amoni hodc mubi amin (nhu trietanolamin va
Monoetanolamin).

Hon nita, chét cang héa cé thé 14 chét cang héa c6 ngudn gbe tir thuc vat, vi
dy, chit chira tinh bdt nhu duoc mo ta chi tiét dudi day. Vidu vé céc chét cang hoa
tu nhién ndy, nhung khong gii han, axit phytic (con duge goi 1a inositol axit
hexaphosphoric (IP6), hodc phytin, hodc phytat trong mudi), Inositol axit
diphosphoric, Inositol triphosphoric hodc Inositol axit pentaphosphoric. Chét cang
hoa c6 thé c6 mat trong ché phdm véi lugng nim trong khoang tlr 0,0001 dén 20%
trong luong, t5t hon 1 tir 0,01 dén 10% trong luong, t5t hon nita 1a tir 0,1 dén 5%

trong lugng.
Hé chét tiy tring

Ché phim tdy rira dang léng cla sang ché c6 thd chua 0 dén 50% trong
luong, nhu khoang tir 0,1 dén 25% trong hé chét tiy trang. Bét ky hé chat tiy tring
da biét trong linh vuc ki thut ndy s dung trong chét tay rira dang long c6 thé
dugc st dung. Thanh phan hé chét tiy tring thich hop bao gdm céc chét xuc tac tay
trang, cac chét tiy tring anh, chit kich hoat tiy trang, ngudn ciia hydrogen peroxit
nhu natri percarbonat va natri perborat, peraxit banh va hdn hop clia ching. Peraxit
banh thich hop bao gbm, nhung khoéng gi6i han, mudi va axit peroxycarboxylic,
mubi va axit percarbonic, mudi va axit perimidic, mudi va axit peroxymonosulfuric,
vi dy, Oxon (R), va hdn hgp cta chung. Céc vi dy khong gidi han v& hé chét tay
tring bao gdm céc hé chét tdy tréng dua vao peroxit, trong d6 c6 thé chua, vi du,
mubi v6 co, bao gdm mubi kim loai kiém nhu mudi natri ctia perborat (thuong la
mono- hoidc tetra-hydrat), percarbonat, persulfat, perphosphat , mudi persilicat, két
hop v6i mot chét kich hoat tiy tréng dang peraxit. Chét kich hoat tdy trédng c6
nghia la hop chét phan g véi thudc tiy peroxygen nhu hydrogen peroxit dé tao
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ra peraxit. Do dd, peraxit tao ra chét tdy dwoc kich hoat. Chét kich hoat thy tring
thich hop dugc dung trong ban mo ta sang ché nay bao gdm céc chét thudc loai cia
este amit, imit hodc anhydrit. Cac vi du thich hgp la tetraxetyletylen diamin
(TAED), natri 4-[(3,5,5-trimetylhexanoyl)oxy] benzen sulfonat (ISONOBS), axit
dodecanoic diperoxy, 4- (dodecanoyloxy) benzensulfonat (LOB), 4- (decanoyloxy)
benzenesulfonat, 4- (decanoyloxy) benzoat (DOBS), 4-(nonanoyloxy)
benzensulfonat (NOBS), va/hodc céac chit duoc boc 16 trong WO98/17767. Nhém
cu thé cta cac chit kich hoat téy tréng quan tAm d3 dugc bdc 1 trong EP624154 va
duoc dic biét wu tién trong nhém do 1a axetyl trietyl xitrat (ATC). ATC hodc
triglyxerit chudi ngén nhu triaxetin c¢6 uu diém ma no 13 than thién v&i mdi trudong
khi né cudi ciing 1am gidm tao ra rugu va axit xitric. Hon nita axetyl trietyl xitrat
va triaxetin c6 su on dinh hydrolytical tdt trong san phdm khi luu trit va no 1a chét
kich hoat tdy trdng hiéu qua. Cudi cing ATC cung c4p kha ning phu gia t6t dé phu
vu gidt Gi. Ngoai ra, hé chét tiy tréng co th bao gdm peroxyaxit ctia ching, vi du,
amit, imit, hodc sulfon. H& chat tiy tréng cling c6 thé bao gdm peraxit nhu axit
6(phthalimido) peroxyhexanoic (PAP). H¢ chét tiy tring ciing c6 th8 bao gdm chét
xUc tac tdy trang. Trong mot s6 phuong 4n thanh phan tiy tréng c6 thé 1a chét xuc

tac hiru co duoc chon tir nhém gdm céc chat xtic tac hitu co ¢6 cdng thuc sau:

0 9538
M Ao+
0505

o LA Je L 0w

0 .
(iii) va hdn hop cla ching; trong do mdi R1 doc 14p 1a mot nhém alkyl mach
nhéanh c¢6 9 dn 24 nguyén tir cacbon hodc nhom alkyl mach thing c6 11 dén 24
nguyén tir cacbon, tdt hon 1a mdi R1 ddc 14p 1a nhém alkyl mach nhéanh c6 9 dén

18 nguyén tir cacbon hodc nhém alkyl mach thdng c6 11 dén 18 nguyén tir cacbon,
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tdt hon nita 13 mdi R1 dugc chon ddc lap tir nhém gbm 2 prbpylheptyl, 2-
butyloctyl, 2-pentylnonyl, 2-hexyldexyl, n-dodexyl, n-tetradexyl, n-hexadexyl, n-
octadexyl, iso-Nonyl, iso-dexyl, iso-tridexyl va iso-pentadexyl. H¢ chit tiy tring
lam vi du khac dugc mé ta, vi duy & WO2007/087258, WO02007/087244,
W02007/087259 va WO2007/087242. Chat tAy tring anh thich hop c6 thé vi du la

phtaloxyanin k&m dugc sunfonat.

Polyme

Ché phdm tdy rira dang long cia sang ché c6 thé chira 0 dén 10% trong
lugng, nhu 0,5 dén 5%, 2 dén 5%, 0,5 dén 2% hodc 0,2 dén 1% cua polyme. Bt ky
polyme da biét trong linh vuc k¥ nay thuét dé ding trong chét tiy rira c6 thé dugc
stt dung. Polyme cé chirc nang nhu ddng chét phu gia nhu da dugc dé cap & trén,
hoiic ¢4 thé cung cip kha ning chéng léng dong, bdo vé soi, giai phong vét bén, tc
ché thudc nhuém, lam sach diu m& va / hodc dic tinh chéng tao bot. Mot 36
polyme co thé c6 nhiéu hon mot trong sb cac dic tinh néu trén va/hodc nhiéu hon
mdt trong sb6 cac mau dugce d8 cap duédi day. Cac polyme lam vi du bao gbm
(carboxymetyl) xenluloza (CMC), poly (vinyl alcohol) (PVA), poly
(vinylpyrolidon) (PVP), poly (etylenglycol) hodc poly (etylen oxit) (PEG), poly
duoc etoxyl héa (etylenimin), carboxymetyl inulin (CMI), va polycarboxylat nhu
PAA, PAA/PMA, axit poly-aspartic, va metacrylat/acrylic copolyme axit lauryl,
CMC duoc stra d6i ky nude (HM-CMC) va silicon, copolyme cia axit terephthalic
va glycol oligomeric, copolyme poly (etylen terephtalat) va poly (oxyeten
terephtalat) (PET-POET), PVP, poly (vinylimidazol) (PVI), poly (vinylpyridin-N-
oxit) (PVPO hodc PVPNO) va polyvinylpyrrolidon-vinylimidazol (PVPVI).
Polyme khéc lam vi du la polycarboxylat sulfo, polyetylen oxit va polypropylen
oxit (PEO-PPO) va diquaternium sulfat etoxy. Polyme lam vi du khac duoc bde 10
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trong, vi du, WO 2006/130575. Mudi ciia cic polyme néu trén cling da dugc du
tinh.

Chét tao mau vai

Ché phim tdy rira dang long cua sang ché ciing c6 thé bao gém céc chét tao
mau vai nhu thuée nhudm hodc chat mau, ma khi duge bao ché trong ché phidm ty
rira c6 thé két thia vao vai khi vai néu trén dugc tiép xtc véi dung dich rira chira cac
ché phim ty rira néu trén va do d6 lam thay dbi mau cta vai néu trén thong qua sy
hép thu/phan xa ctia 4nh séng ¢ thé nhin thdy dugc. Chét lam tréng huynh quang
phét ra it nhit mot s6 anh sang co thé nhin théy dugc. Nguoc lai, cac chét tao mau
vai 1am thay d6i mau cua bé mat néu chung hip thy it nhit mét phan cia quang
phé 4nh sang c6 th8 nhin thiy duoc. Chéit tao mau vai thich hgp bao gbm thubc
nhudm va hop chit thudc nhudm dat sét, va ciing c6 thé bao gém c4c chét tao mau.
Thudc nhudém thich hop bao gdm thuéc nhuém phan t& nho va thudc nhuém
polyme. Thuc nhuém phan tr nho thich hop bao gbm thudc nhudém phén t& nho
duoc chon tr nhém bao gdm thudc nhudm roi vao céc phan loai chi s6 mau (CI)
nhu thudc nhudém tryc tiép mau xanh, thuéc nhuém truc tiép mau dé, thubc nhudm
truc tiép mau tim, thudc nhudm axit mau xanh, thudc nhudm axit mau do, thude
nhudm axit mau tim, thudc nhudm bazo mau xanh, thudc nhudm bazo mau tim va
thudc nhudm bazo mau dé, hoic hdn hop cta ching, vi dy, nhu dugc md ta trong
W02005/03274, WO2005/03275, W02005/03276 va EP1876226 (sau ddy dugc
din chiéu). Tét hon 13, ché phdm tiy rtra chira trong khoang tir 0,00003 dén 0,2%
trong lugng, trong khoang tir 0,00008 dén 0,05%, hodc tham chi trong khoang tir
0,0001 dén 0,04% trong luong chét tao mau vai. Ché phim nay c6 thé chira tir
0,0001 dén 0,2% trong luong chit tao mau vai, diéu nay co thé dic biét duoc uu
tién khi ché phdm & dang tai lidu don vi. Chat tao mau thich hop cling duge bde 16
trong, vi du WO 2007/087257 va W02007/087243.
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Cac enzym b0 sung

Ché phédm tdy rira dang léng c6 thd chira mot hodc nhidu enzym nhu
proteaza, lipaza, cutinaza, amylaza bd sung, carbohydraza, xenlulaza, pectinaza,
mananaza, arabinaza, galactanaza, Xylanaza, oxidaza, vi du, laccaza, va/hodc
peroxidaza. N6i chung céc dic tinh ctia cdc enzym dudc chon cén dugc tuong
thich véi cac chét téy rua duoc chon, (tic la, 46 pH tdi wu, kha nang tuong thich
véi céc thanh phén khac clia enzym va khdng enzym, vv), va cac enzyme s€ c6 mat
véi luong hiéu qua.

Xenlulaza: xenlulaza thich hop bao gdm cic xenlulaza c6 ngudn gbe tir vi
khuan hodc nim. Céc thé dot bién dugc cai bién héa hoc hodc xir 1y béng protein
cling ndm trong sb d@6. Xenlulaza thich hop bao gdm cic xenlulaza tir vi khuan chi
Bacillus, Pseudomonas, Humicola, Fusarium, Thielavia, Acremonium, vi duy,
xenlulaza ndm dugc san xudt tir insolen Humicola, Myceliophthora
thermophila va Fusarium oxysporum dugc boc 10 trong US 4435307, US 5648263,
US 5691178, US 5776757 va WO 89/09259. Xenlulaza dugc dic biét thich hop la
xenlulaza kidm hodc xenlulaza trung tinh c6 loi ich bao vé mau. Vi du ve céc
xenlulaza nhu 13 xenlulaza dugc mé ta trong EP 0495257, EP 0531372, WO
96/11262, WO 96/29397, WO 98/08940, WO 02/099091. Cac vi du khac 1a bién
thé xenlulaza nhu dugc md ta trong WO 94/07998, EP 0531315, US 5457046, US
5686593, US 5763254, WO 95/24471, WO 98/12307 va PCT/DK98/00299.
Xenlulaza cé ban trén thi trudng bao gdm Celluzyme®, va Carezyme®, Carezyme
Premium®, Celluclean® (Novozymes A/S), Clazinase™, va Puradax HA™
(Genencor International), va KAC-500 (B)™ (Kao Corporation) .

Proteaza: proteaza thich hop bao gbm céc loai dong vat, thyc vét hodc ngudn

gbc ctia vi sinh vat. Nguon goc vi sinh vét la dugc uu tién. Cac thé dot bieén duoc
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cai bién héa hoc hodc duoc xir Iy bang protein cling nim trong sd d6. Proteaza c
thé 1 serin proteaza hodc metalloproteaza, t6t hon 1a proteaza kiém tir vi sinh vat
hoic proteaza gidng trypsin. Céc vi du vé céc proteaza kiém 14 subtilisin, cy thé 1a
cdc chat c6 nguén géc tir vi khuin Bacillus, vi du, subtilisin Novo, subtilisin
Carlsberg, subtilisin 309, subtilisin 147 va subtilisin 168 (dwgc mo ta trong WO
89/06279). Cac vi du vé cac proteaza gidng trypsin 1a trypsin (vi dy, c6 ngudn gbe
ciia bod va lon) va proteaza Fusarium dugc mé ta trong WO 89/06270 va WO
94/25583. Cac vi du vé proteaza hitu ich 1a céc bién thé dugc md ta trong WO
92/19729, WO 98/20115, WO 98/20116 va WO 98/34946, cu thé 1a céc bién thé
vOi cac phén tir thé trong mdt hodc nhiéu vi trf sau: 27, 36, 57, 76, 87, 97, 101, 104,
120, 123, 167, 170, 194, 206, 218, 222, 224, 235, va 274. Enzym proteaza c6 ban
trén thi trudong dugc uu tién bao g(‘A)m Alcalase™, Savinase™, primase™,
Duralase™, Esperase™, va Kannase™ (Novozym A/S), Maxatase™, Maxacal™,
Maxapem™, Properase™, Purafect™, Purafect OxP™, FN2™, vy3 FN3™
(Genencor International Inc.).

Lipaza va Cutinaza: lipaza va cutinaza thich hgp bao gbm cac chét c6 ngudn
géc tir vi khudn hodc ndm. Céc thé dot bién duoc cai bién héa hoc hodc xtt 1y béng
protein cling ndm trong sd d6. Cac vi du bao gdm lipaza tir Thermomyces, vi du, tir
T. lanuginosus (tén truéc ddy 1a Humicola lanuginosa) nhu dugc mo ta trong EP
258 068 va EP 305 216, cutinaza tr Humicola, vi dy, H. insolens nhu duge m6 ta
trong WO 96/13580, lipaza Pseudomonas, vi dyu, tr P. Alcaligenes hodc P.
pseudoalcaligenes (EP 218 272), P. cepacia (EP 331 376), P. stutzeri (GB 1. 372.
034), P. fluorescens, ching Pseudomonas sp. SD 705 (WO 95/06720 va WO
96/27002), P. wisconsinensis (WO 96/12012), lipaza Bacillus, vi du, tir B. subtilis
(Dartois et al, 1993, Biochemica et Biophysica Acta, 1131. : 253-360), B.
stearothermophilus (JP 64/744992) hodc B. pumilus (WO 91/16422). Cac vi dy
 khéc 13 cdc bién thé lipaza nhu dugc md ta trong WO 92/05249, WO 94/01541, EP

-40-



26653

407 225, EP 260 105, WO 95/35381, WO 96/00292, WO 95/30744, WO 94/25578,
WO 95/14783, WO 95/22615, WO 97/04079, WO 97/07202, WO 00/060063,
W02007/087. 508 va WO 2009/109500. Cac enzym lipaza c6 ban trén thi truong
dugc uu tién bao gdm LipolaseTM, Lipolase UltraTM, va Lipex™; LecitaseTM,
LipolexTM; LipocleanTM, LipoprimeTM (Novozymes A/S). Lipaza c6 ban trén
thi truong khac bao gdm Lumafast (Genencor Int Inc); Lipomax (Gist-
Brocades/Genencor Int Inc) va lipaza Bacillus sp. tir Solvay.

Peroxidaza/oxidaza: peroxidaza/oxidaza thich hgp bao gdm céc chét c6
nguén géc thuc vat, vi kﬁuﬁn hodc niAm. Cac thé dot bién duoc cai bién hoa hoc
hodc xu ly bing protein cling nim trong s6 d6. Vi du vé céc cac peroxidaza hiru
dung bao gdm céc peroxidaza tir Coprinus, vi du, tur C. cinereus, va céc bién thé
duoc md ta trong WO 93/24618, WO 95/10602, va WO 98/15257. Peroxidaza c6
ban trén thi truong bao gdm peroxidaza véi nhén hig¢u Guardzyme™ (Novozymes
A/S).

Céc enzym tiy rira c6 thé duge bao gdm trong ché phim tay rira béng céch
thém cac chit phu gia riéng chira mot hodc nhiéu enzym, hogc béng cach thém chét
phu gia két hop bao gdm tht ca cac enzym. Chét phu gia tdy rira cla sing ché, tirc
13, chit phu gia riéng hodc chét phu gia két hop, c6 thé duogc diéu ché, vi dy, nhu
chét két hat, chét long, huyén phi, v. v. Ché pham phuy gia tay rira duge vu tién la
céc chét két hat, cu thé 1a chét két hat khong bui, chét long, cu thé 1a chét long
duoc lam 4n dinh; hodc huyén phu.

Chét két hat khong bui c6 thé duoc san xuét, vi du nhu duoc bo 1 trong US
4106991 va 4661452, va tiy ¥ c6 thé duoe phi bing céc phuong phép da biet
trong linh vuc k§ thudt nay. Cac vi du vé c4c chét phu sép 1a céc san phim
poly(etylen oxit) (Polyetylenglycol, PEG) véi trong lugng phén tir trung binh la tr
1000 dén 20000; nonylphenol dugc etoxyl héa c6 16 dén 50 don vi etylen oxit;

ruou béo duoc etoxyl héa trong d6 ruou co 12 dén 20 nguyén tr cacbon va trong
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d6 c6 15 dn 80 don vi etylen oxit; ruoutj béo; axit béo; va mono-va di- va
triglyxerit cuia cac axit béo. Cac vi du vé chét phu tao mang thich hgp cho céc tng
dung cua ky thuat chét 1ong dugc dua ra trong GB 1483591. Ché phdm enzym
dang 1éng co thé, vi dy, duoc 6n dinh bang cach thém polyol nhu propylen glycol,
dudng hodc rugu dudng, axit lactic hogc axit boric theo phuwong phap duogc thanh
1ap. Enzym dugc bao vé co thé duoc didu ché theo phuong phép duge boc 10 trong

EP 238216.
Chét phu trg

B4t ky thanh phin chét tiy rura da biét trong linh vyuc k¥ thudt nay sir dung
trong chét tiy rira, chét 16ng cling c6 thé duogc st dung. Thanh phan chét tdy rira
tuy y khéc bao gOm chét chéng an mon, chit chéng co, chat chéng lang dong vét
bén, chét chéng nhan da, vi khuén, chét két dinh, chét tc ché &n mon, chét phan
hay/ chét 1am tan r3, thudc nhudm, chit 4n dinh enzym (bao gé)m ca axit boric,
borat, CMC , va/hoic polyol nhu propylen glycol), chét dudng vai bao gdm dat sét,
chit don/chét hd trg xir 1y, chét lam tring huynh quang/chit tao bong quang hoc,
chét lam ting bot, chét diéu chinh bot (bot), huong liéu, chit tao huyén phu vét ban,
chét 1am mém, chit loai bot, chét trc ché xin, va cic chit thAm hat, hodic mdt minh
hodc hdn hop. Su lya chon cta cac thanh phén nay ciing nam trong k¥ ning cla
nguoi tho thu cong.

Chét phéan tan-Céc ché phém tiy rtra clia sang ché cling c6 thé chira cc chit
phan tén. Cu thé 13 cac chét téy rira dang bdt co thé chra cac chét phén tan. Chét
hitu co hoa tan trong nude thich hop bao gdm cac axit homo-hodc copolyme hodc
cac mudi cua ching, trong dé axit polycarboxylic chia it nhit hai gbc carboxyl

dwoc phan tach véi nhau boi khong qué hai nguyén tir cacbon. Chét phén tan thich
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hop 1a vi du duge mo ta trong chét ty rira dang bot, chét hoat dong bé mit khoa
hoc tap 71, Marcel Dekker, Inc.

ChAt tc ché chuyén thudc nhudm -cac ché phim tdy rira clia sang ché cling
c¢6 thé bao gdbm mét hodc nhiéu chit tc ché chuyén thuéc nhudm. Chét tc ché
chuyén thudc nhuém polyme thich hop bao gbm, nhung khong giéi han, polyme
polyvinylpyrrolidon, polyme polyamin N-oxit, copolyme ctia N-vinylpyrolidon va
N-vinylimidazol, polyvinyloxazolidon va polyvinylimidazol hodc hdén hop cua
ching. Khi c6 mat trong ché phim ddi tuong, chit e ché chuyén thudc nhudém c6
thé c6 mit voi luong nam trong khoang 0,0001 dén 10%, trong khoang tir 0,01 dén
5% hodc thdm chi trong khoang tir 0,1 dén 3% trong luong clia ché phém.

Chét 1am tréng huynh quang - cac ché phdm tdy rira cla sang ché wu tién
cling chtra cac thanh phan bb sung ma c6 thé thanh phdm tao mau dugc 1am sach,
ching han nhu chét 1am tring huynh quang hogc chét 1am sang quang hoc. Tét hon,
néu chét 1am tring c6 mit véi lugng ndm trong khoang tir 0,01 dén 0,5%. Bat ky
chét lam tring huynh quang thich hgp st dung trong ché phim tiy ria gijt co thé
duoc st dung trong ché phim cua sang ché. Céc chét lam tring huynh quang dugc
st dung phé bién nhét 1a cac chit thudc loai dan Xuht clia axit diaminostilben-
sulfonic, cac din xudt diarylpyrazolin va céc dan xuét bisphenyl-distyryl. Vi du vé
loai dan xuét axit diaminostilben-sulfonic cua cac chét 1am tring huynh quang bao
gdm cac mudi natri cia: 4,4'-bis- (2-dietanolamino-4-anilino-s-triazin-6-ylamino)
stilben-2,2'- disulfonat 4,4'-bis- (2,4-dianilino-s-triazin-6-ylamino) stilben-2,2'-
disulfonat 4,4'-bis- (2-anilino-4- (N- methyl-N-2-hydroxy-etylamino) -s-triazin-6-
ylamino) stilben-2,2'-disulfonat 4,4'-bis- (4-phenyl-1,2,3-triazol-2- YL) stilben-
2,2'-disulfonat va natri 5- (2H-naphtho [1,2-d] [1,2,3] triazol-2-yl) -2 - [(E) -2-
phenylvinyl] benzensulfonat. Chét lam tring huynh quang dugc uu tién 1a Tinopal
DMS va Tinopal CBS c6 béan tir Ciba-Geigy AG, Basel, Thuy Si. Tinopal DMS la

mudi dinatri cta 4,4'-bis- (2-morpholino-4-anilino-s-triazin-6-ylamino) stilben-
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2,2'-disulfonat. Tinopal CBS 1a mudi dinatri cua 2,2'-bis- (phenyl-styryl) -
disulfonat. Cac chét lam tring huynh quang cling dugc uu tién c6 ban trén thi
truong 1a Parawhite KX, dugc cung cip boi Paramount Minerals and Chemicals,
Mumbai, An D9. Céc chit huynh quang khéc thich hop dé sir dung trong sang ché
bao gém céc pyrazolin 1-3-diaryl va 7-alkylaminocoumarin. Luong chét 1am tring
huynh quang thich hgp bao gbm luong thip hon tlr khoang 0,01, tir khoang 0. 05,
tir khoang 0,1 ho#c thdm chi tir khoang 0,2% trong lugng véi lugng trén 0,5 hoac
thAm chi 0,75% trong lugng.

Polyme giai phong chét bAn-céc ché phdm tdy rira ciia séng ché ciing c6 thé
bao gébm mdt hosic nhiéu polyme giai phong chit bdn ma hd tro viéc loai bo céc
loai chét ban tir cac loai vai nhu cotton va vai polyeste, cu thé 13 viéc loai bd céc
loai vai ky nudc tir vai polyeste. Polyme gidi phong chét bin c6 thé vi du la
polyme terephtalte khong chira ion hodc anion, polyvinyl caprolactam va cac
copolyme lién quan, copolyme dugc lién két voi vinyl, polyamit polyeste xem vi
du Chuong 7 trong chét tdy rira dang bot, khoa hoc chat hoat dong bé mit tap 71,
Marcel Dekker, Inc. Loai khac cua polyme giai phong chét ban 1a polyme 1am sach
nhét duoc alkoxylat ky nudc bao gdm céu tric 18i va nhiéu nhém alkoxylat dugc
lien k&t véi chu tric 181, CAu tric 161 ¢ thé chira cAu tric polyalkylenimin hodc clu
trac polyalkanolamin nhu dugc mo ta chi tiét trong WO 2009/087523 (sau dédy
duoc dan chiéu). Hon nita, copolyme ghép ngau nhién thich hop 1a polyme gii
phéng chét ban. Copolyme ghép thich hop dugc mo ta chi tiét hon trong WO
2007/138054, WO 2006/108856 va WO 2006/113314 (sau day dugc dan chiéu).
Polyme giai phong chét bln 13 cAu tric polysacarit duge thé, cu thé 1a cdu trtc
xenluloza dugc thé nhu cac dan xuht xenluloza dugc bién ddi nhu dugc mo ta
trong EP 1867808 hoic WO 2003/040279 (ca hai déu duoc két hop bing cich
tham chiéu). Polyme xenluloza thich hop bao gdm xenluloza, este xenluloza, este

xenluloza, amit xenluloza va hdn hop ctia chiing. Polyme xenluloza thich hgp bao
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gdm xenluloza dugc bién di anion, xenluloza dugc bién d6i khéng ion, xenluloza
duoc bién dbi cation, xenluloza dugc bién dbi ion ludng tinh, va hdn hop cla
chiing. Polyme xenluloza thich hop bao gdm metyl xelluloza, methyl xenluloza
cacboxy, etyl xenluloza, etyl xenluloza hydroxyl, hydroxyl propyl metyl xenluloza,

metyl xenluloza este carboxy, va hdn hop cta chung.

ChAt chéng ling dong - cic ché phim tay ria clia sang ché cling c6 thé bao
gébm mét hoic nhidu chét chdng léng dong nhu carboxymetylxenluloza (CMCO),
rugu polyvinyl (PVA), polyvinylpyrolidon (PVP), polyoxyetylen va/hodc
polyetylenglycol (PEG), polyme ddng nhét cta axit acrylic, copolyme cla axit
acrylic va axit maleic, va polyetylenimin dugc etoxyl hoa. Polyme dwa vao
xenluloza mé ta theo cac polyme gidi phong chit bin & trén cling c¢6 chic ning
nhu chit chéng ldng dong.

Céc chét phu trg thich hgp khéc bao gdm, nhung khong giéi han, cac chét
chéng nhin da, vi khudn, chét két dinh, chét mang, thudc nhudm, chit 6n dinh
enzym, chit 1am mém vai, chit dém, chit diéu chinh bot, chit hudng hydrat,
huong liéu, chit tao mau, chét chéng co, dung moi, va chét tao két cAu dbi voi chét

ty rira dang 1ong va/hodc chét lam linh hoat cdu triic.

Dang ctia cac san phim chét tiy rtra dang 10ng

Ché phém tdy rira 16ng cta sang ché c6 thé & dang thun tién bét ky, vi du
nhu, tGi ¢6 mot hodc nhiéu ngin, bdt nhdo, gel, hodc chét 16ng thong thuong, ddc
hodc ¢6 dac. C6 mdt sd dang ché phim tiy rira nhu 16p (céc pha gidng hotic khac
nhau), tdi, cling nhu cac dang cho don vi lidu may.

Tai ¢6 thé duge bb tri mot ngdn hodc nhiéu ngin. N6 ¢6 thé c6 dang, hinh

dang va chét 1iéu bat ky ma phu hop d8 dung ché pham, vi dy, khong cho phép
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viéc giai phong cua ché phim dé giai phéng cla ché pham tir thi trude khi tiép xuc
v6i nude. Tai duge lam tr mang hoa tan trong nudc ma bao quanh thé tich bén
trong. Thé tich bén trong c6 thé duoc chia thanh cdc ngin cla tii. Mang dugc wu
tién 1a chét polyme tét hon 1a cdc polyme dugc tao ra tr mang hodc tAm. Cac
polyme, copolyme hodc cac dan xuét cua ching duge wu tién chon tir polyacrylat,
va copolyme acrylat hoa tan trong nudc, metyl xenluloza, metyl xenluloza carboxy,
natri dextrin, etyl xenluloza, xenluloza hydroxyetyl, metyl xenluloza
hydroxypropyl, dextrin malto, poly metacrylat, tdt hon 1a copolyme rugu polyvinyl
va, metyl xenluloza hydroxypropyl (HPMC). Tét hon 13, lwong polyme trong mang
vi du PVA 12 it nhit khoang 60%. Trong luong phén tit trung binh dugc uu tién
thudng s& nam trong khoang tr 20000 dén 150000. Mang ciing ¢ thé 13 céc ché
phim dugc pha tron chira chét thiy phan va hop chét polyme hoa tan trong nudc
nhu polylactit va rugu polyvinyl (da biét dén duéi su tham chiéu M8630 dugc béan
bdi MonoSol LLC, Indiana, M§) chat 1am mém déo thém nhu glyxerol, etylen
glyxerol, propylen glycol, sorbitol va hdén hop cua chung. Tai co thé chira ché
phim 1am sach gidt dang rén hogc mdt phan cdc thanh phan va/hodc ché phim 1am
sach dang long hodc mot phan cac thanh phan duge tach bdi mang hoa tan trong
nude. Ngin d6i véi cac thanh phan chét 1éng c6 thé khac nhau trong ché phim so
véi cac ngan chira chét rin. Ref: (US2009/0011970 A1l).

Céc thanh phan chit tiy rira c6 thé dugc tach theo vat Iy véi nhau boi céc
ngan trong tii hoa tan trong nude hodc trong cac 16p khac nhau cuda vién nén. Do
d6, su tuong tac luu trit tiéu cyc gilta cac ché pham c6 thé tranh duoc. Pic tinh hoa
tan khéc nhau ctiia mdi ngin cling c6 thé 1am gia ting sy hoa tan bi chdm cua céc
thanh phan duoc chon trong dung di-ch rua.

Chét ty rira dang 16ng hodc dang gel, ma khong phai la lidu don vi, c6 thé 14
dung dich nudc, thuong chira it nhét 20% trong luong va 1én dén 95% trong luong

nude, ching han nhu 1én dén khoang 70% trong lugng nudc, 1én dén khoang 65%
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trong lugng nude, 1én dén khoang 55% nuéc, 1én dén khoang 45% trong 1uqng |
nuéc, 16n dén khoang 35% trong lugng nude. Cac loai khéc cla chét 1ong, bao gdm
nhung khong gidi han, alkanol, amin, diol, este va cac polyol co thé duoc bao gém
trong chét 1ong hogc gel chira nude. Chét ty rira dang 1éng hodc dang gel chira
nuée c6 thé chira tir 0 dén 30% dung mdi hiru co. Chét tiy rira dang 16ng hodc gel
c6 thé khong chira nuée chira tir 5% dén dudi 15 hodc 10% trong lugng nudc.

Ché phém ty rira dang léng cua sang ché c6 thé dugc didu ché, vi dy, lam
ché phim tay rira gist béng tay hozc bing may chira ché phim phu gia gidt phi hop

cho tién xir Iy céc loai vai mau va ché pham lam mém vai thém vige gidl.
Diéu ché alpha-amylaza dé str dung trong sang che

Céc alpha-amylaza (bién thé) cta ché phim tdy rira c6 thé dugc didu ché
béng cach st dung bét ky quy trinh dot bién da biét trong linh vuc k¥ thuat nay,
chéng han nhu 4ot bién truc tiép Vi tri, clu tric gen téng hop, cAu trac gen ban
téng hop, dot bién ngau nhién, x4o tron mach, v. v. Bt bién truc tiép vi tri 1a k§
thuét trong d6 c6 mat hodc nhiéu (vi du, mot sé) dot bién duoc dua vao & mot hodc
nhiéu vi tri duoc x4c dinh trong polynucleotit mé h6a gbe.

Dot bién truc tiép vi tri co thé duoc thuc hién in-vitro bing PCR lién quan
dén vidc sir dung chat mdi oligonucleotit chira dot bién mong mubn. Dot bién truc
tiép vi tri cling c6 thé dwoc thuc hién in-vitro béng cach dot bién cat-xet lién quan
dén viéc phin chia bdi enzym gi6i han & mot vi tri trong plasmit chira
polynucleotit m& hoa gbc va vide thit tiép theo clia oligonucleotit chira cac ddt bién
trong polynucleotit. Thong thuong cdc enzym han ché tiéu hoa plasmit va
oligonucleotit 1& nhu nhau, cho phép dau dinh cua plasmit va chén dé buodc voi
nhau. Xem, vi du, Scherer va Davis, 1979, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 4949-
4955; and Barton et al. , 1990, Nucleic Acids Res. 18: 7349-4966.
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Dot bién truc tiép vi tri cling c6 thé dugc thuc hién in-vivo béng cac phuong
phép da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Xem, vi du, cong bd don yéu cau patent
cua My s6 2004/0171154; Storici et al. , 2001, Nature Biotechnol. 19: 773-776;
Kren et al. , 1998, Nat. Med. 4: 285-290; and Calissano and Macino, 1996, Fungal
Genet. Newslett. 43: 15-16. Quy trinh dot bién truc tiép vi tri bét ky co thé dugc st
dung trong sang ché. C6 rét nhidu kit c6 ban tréh thi truong ma co thé dugc st
dung dé didu ché cac bién thé. CAu truc gen tong hop doi hoi trong tbng hop in
vitro clia phén tir polynucleotit dugc thiét ké d& ma hoa polypeptit lién quan. Téng
hop gen co thé duoc thuc hién bang cich st dung mot s6 k¥ thuat, chéng han nhu
codng nghé vi mach dya trén multiplex dugc md ta boi Tian et al. (2004, Nature 432:
1050-1054) va cac cdng nghé twong tu trong do6 oligonucleotit duogc tbng hop va
14p réap trén chip vi 1ong 18p trinh hinh anh.

Phan tir thé axit amin don hodc da, viéc x6a, va/hodc chén co thé duoc thuc
hién va dugc thir nghiém sir dung phuong phap da bién cta dot bién, su tai tb hop,
va/hodc x4o trdn, tiép theo quy trinh sang loc lién quan, cac quy trinh nay dugc boc
16 boi Reidhaar-Olson va Sauer,1988, Science 241: 53-57; Bowie and Sauer, 1989,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 2152-2156; WO 95/17413; or WO 95/22625. Cac
phuong phap khéc co6 thé duoc sir dung bao gdm PCR d2 131, hién thi thyc khuén
thé (vi du, Lowman et al. , 1991, Biochemistry 30: 10832-10837; U. S. Patent No.
5.223.409; WO 92/06204) va dot bién tryc tiép ving (Derbyshire et al. , 1986,
Gene 46: 145; Ner et al. , 1988, DNA 7: 127) Cac phuong phap dot bién/x40 tron
¢6 thé duogc két hop véi hiéu sult cao, phuong phép sang loc tw dong dé phét hién
hoat dong ciia nhan ban vo tinh, cac polypeptit dot bién thé hién boi cac t& bao vat
chu (Ness et al. , 1999, Nature Biotechnology 17: 893-896). Phan tir DNA dot bién
ma hoa polypeptit hoat tinh c6 thd duoc thu hdi tlr céc té bao vat chil va nhanh
chéng sép xép trinh ty bang céach st dung phuong phép chuén trong linh vuc k¥
thuat nay. Cac phwong phap nay cho phép xac dinh nhanh v& tdm quan trong cua
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gbc axit amin riéng trong polypeptit. CAu tric gen ban tbng hop dugc thyc hién
béng cach két hop céc khia canh cia cAu trac gen téng hop, va/hodc dot bién truc
tiép vi tri, va’hoac dot bién ngau nhién, va/hodc sy x4o tron. Céhu trac ban téng hop
duge dic trung bdi qua trinh s dyng manh polynucleotit dugc téng hop, két hop
 V6i cac ky thuat PCR. Do d6, ving dugc xac dinh cta cac gen c¢6 thé duoc tong
hop lai mot 14n nita, trong khi cdc ving khéc c6 thé duoc khuéch dai bang cach sur
dung chét moi gy dot bién vi tri cu thé, trong khi cdc ving khéc c6 thé phai chiu
PCR d& bj 15i hodc syu khuéch dai PCR khong dé bi 16i. Cédc phan day
polynucleotit sau d6 c6 thé dugc x4o tron. Goe cb thé 1a polypeptit dung hop hodc
polypeptit dung hop c6 thé chia tach trong d6 polypeptit khac dugc hop nhét & déu
tdn cung N hodc d4u tan cing C cua trinh ty polypeptit cia sang ché. Polypeptit
dung hgp duoc san xuét bang cach dung hgp polynucleotit mé hoa polypeptit khac
v6i mot polynucleotit cia sang ché. K§ thuat d& san xuét polypeptit dung hop da
biét trong linh vyc k¥ thudt nay, va bao gbdm viée gén cac trinh ty md hoa
polypeptit sao cho chung cé trong khung va biéu hién cta polypeptit'dung hop
duédi su kiém soat cua trinh tu khoi diu va ddu tin cing giéng nhau. Polypeptit
dung hop cling ¢ thd dugc tao cAu tric bing cong nghé intein trong d6 polypeptit
dung hop dugc tao ra sau dich mé (Cooper et al. , 1993, EMBO J. 12: 2575-2583;
Dawson et al. , 1994, Science 266: 776-779).
Polypeptit dung hop c6 thé chira thém diém phan c4t gilta hai polypeptit.
Khi bai tiét protein dung hop, vi tri dugc phén cat thanh hai polypeptit. Vi du vé
c4c diém phan cét bao gdm, nhung khong gidi han, cac diém dugc boc 1 trong
Martin et al. , 2003, J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 3: 568-576; Svetina et al. , 2000,
J. Biotechnol. 76: 245-251; Rasmussen-Wilson et al. , 1997, Appl. Environ.
Microbiol. 63: 3488-3493; Ward et al. , 1995, Biotechnology 13: 498-503; and
Contreras et al. , 1991, Biotechnology 9: 378-381; Eaton et al. , 1986,
Biochemistry 25: 505-512; Collins-Racie et al. , 1995, Biotechnology 13: 982-987;
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Carter et al. , 1989, Proteins: Structure, Function, and Genetics 6: 240-248; va
Stevens, 2003, Drug Discovery World 4: 35-48.

Gdc c¢6 thé thu duoc tir cac vi sinh vat cua giéng bat ky. DPéi v&i muc dich
clia sang ché, thuat ngt "thu duge tir" duge sir dung trong bdn md ta séng ché nay
trong két nbi vi mot ngudn dugc dua ra thi nghia la gbc dugc ma héa bdi mot
polynucleotit duoc san xuét boi ngudn hoidc bdi mot chung trong d6 polynucleotit
tur nguén da duogc chén . Theo khia canh, géc duogc bai tiét ngoai bao. Gbc hoic
trong cac thuét ngft khac cta alpha-amylaza c6 it nhét 85% trinh ty tvong dong véi
SEQ ID NO: 1 ¢6 thé 1a vi khudn alpha-amylaza. Vi dy, alpha-amylaza (gbc) co
thd 1a vi khudn polypeptit duéng tinh Gram nhu Bacillus, Clostridium,
Enterococcus, Geobacillus, Lactobacillus, Lactococcus, Oceanobacillus,
Staphylococcus, Streptococcus, hodc alpha-amylaza Streptomyces hodc vi khuin
polypeptit 4m tinh Gram nhu Campylobacter, E. coli, Flavobacterium,
Fusobacterium, Helicobacter, Ilyobacter, Neisseria, Pseudomonas, Salmonella,
ho#c alpha-amylaza Ureaplasma.

Theo mot khia canh, alpha-amylaza (gbe) 1a khuén hinh que alkalophilus,
khudn hinh que amyloliquefaciens, khuin hinh que brevis, khudn hinh que
circulans, khudn hinh que clausii, khudn hinh que coagulans, khudn hinh que
firmus, khudn hinh que lautus, khuidn hinh que lentus, khudn hinh que
licheniformis, khun hinh que megaterium, khuén hinh que pumilus, khuin hinh
que stearothermophilus, khudn hinh que subtilis, hodc alpha-amylaza khudn hinh
que thuringiensis.

Theo mot khia canh khac, gbc alpha-amylaza 14 alpha-amylaza nhén tao, vi
dy, alpha-amylaza cia SEQ ID NO: 1. Céan dugc hiéu réng ddi véi cac loai néu trén,
sang ché bao gbm ca céc trang thai hoan hao va khong hoan hao, va duong lugng

phan loai khéc, vi du, céc tiém bién, bat ké tén cac loai ma da biét trong linh vuc
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k¥ thuit nay. Nhitng k§ nang trong linh vuc k¥ thut nay s& dé dang nhén ra tinh
turong ddng ctia cac duong lugng thich hop.

Chiing cta cac loai nay dé dang tiép can véi quan thé trong mot s§ céc trung
tim nudi cdy, nhu American Type Culture Collection(ATCC), Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen ~GmbH (DSMZ),
Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS), va Agricultural Research Service
Patent Culture Collection, Northern Regional Research Center (NRRL).

Céc gbe co thé dugc xac dinh va thu duoc tlr cac ngudn khéac bao gbm cac vi
sinh vat dugc phén 18p tir ty nhién (vi du, d4t, phan tron, nudce, vv) hodc DNA mau
léy truc tiép tlr nguyén liéu ty nhién (vi dy, dat, phan tron, nudce, v. v) sit dung trén
d3u do da duoc dé cap & trén. Ky thuét d& phan 1ap céac vi sinh vat va DNA truc
tiép tir moi trudng sdng tu nhién da biét trong linh vyc k¥ thuat nay. Polynucleotit
ma héa gbc sau d6 co thé thu dugc bing cach sang loc tuong ty nhu bo gen ADN
hodc thu vién ADN bd trg ca vi sinh vat, mAu ADN hdn hop. Khi polynucleotit
ma héa gdc da dugc phat hién voi d4u do, polynucleotit c6 thé duoc phan 13p hodc
nhan ban bang cach st dung k¥ thuat da biét dén boi k§ ning thong thuong trong
lﬁﬂlvuckythuatnéy(xmnthidu,SanﬁnooketaL,1989,$qna)

Sang ché da md ta va dugc yéu ciu bao hd duoc trong ban md ta sang ché
nay khong phai l1a d8 duogc gidi han trong pham vi bdi cac khia canh cu thé duoc
boc 10 trong ban md ta sang ché nay, vi cic khia canh nay dugc dy dinh lam minh
hoa & mot sb khia canh cla sang ché. Do d6, c4c thay dbi khac nhau clia sang ché,
thém vao d6 céc thé hién va mo ta trong ban md ta sing ché nay s& tr& nén rd rang
d6i v6i cac chuyén gia trong linh vyc k§ thudt nay tir nhiimg mo ta trén day. Trong
trudong hop xung dot, viéc cong bb nay bao gdm céc dinh nghia s& kiém soat.

Sang ché s& dugc minh hoa thém béng céc vi dy sau ddy, khong gidi han,
trong do6 cac bd phén va ty 1€ phén trim dugc tinh theo trong lugng, trir khi c6 chi
dinh khac.
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Chét va phuong phap

Diéu ché chat tay rira mau. Céc chat tay rira dang long mau véi chat cang
héa khéc nhau da duge didu ché dé thir nghiém amylaza khac nhau. Céc ché pham

cua hai chat tay rira mau dugc mo ta dudi day:

M0 hinh 1 M0 hinh 2
Thanh phan % trong lugng % trong lugng
LAS 12 12
AEOQOS 4.9 4,9
Xa phong (ca cao) 2,75 2,75
Xa phong (ddu nanh) | 2,75 2,75
AEO N25-7 11 11
NaOH 1,75 1,75
Etanol 3 3
MPG 6 16
glyxerol 1,7 1,7
TEA 3,3 3,3
natri format 1 1
Natri xitrat 2 _ 2
HEDP 0 0,5
PCA (Sokalan CP-5) | 0,18 0,18
Nudc trao doi ion 34,2 34,2
DTMPA 0,2 0
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Tht nghiém amylaza PNP-G7

Hoat dong alpha-amylaza c6 thé dugc xac dinh béi phuong phap st dung
chét nén PNP-G7. PNP-G7 1a viét tit cta 4,6-etyliden (G7) p-nitrophenyl (G1) -a,
D-maltoheptaosit, oligosacarit bi chan co6 thé dwoc phan c&t bang amylaza-endo,
nhu alpha-amylaza. Sau khi phén téch, alpha-glucosidaza bao gdm bo tidu hoa céc
chit nén duoc thiy phan hon nita dé giai phong phan tir PNP ty do ma c6 mau
vang va do d6 co thd duoc do bing quang phd khéi c6 thé nhin thiy ¢ A = 405nm
(400 dén 420 nm). Kits chira chét nén PNP-G7 va glucosidaza dugc san xuét boi
Roche (cat. No. 11876473) SINH PHAM: chit nén G7-PNP tir bd tai li¢u ndy co
chira 22 mM 4,6-ethylidene-G7-PNP va 52,4 mM HEPES (2- [4- (2-hydroxyethyl)
-1-piperazinyl] axit -ethanesulfonic), pH 7,0) .

Thudc thir alpha-glucosidaza chira 52,4 mM HEPES, 87 mM NaCl, 12. 6
mM MgCl 2, 0,075 mM CaCl2,> 4 kU /L alpha-glucosidaza).

Dung dich vé1 chit nén duoc tao ra bﬁng céch tron 66 ml thudc thir alpha-
glucosidaza véi 16 ml chit nén G7-PNP . Dung dich lam viéc chét nén nay duoc
thuc hién ngay trudce khi st dung.

Chét dém pha logng: 30 mM CaCl2 + 0,0026% Brij 35 (Polyoxyetylen-
laurylete)

Quy trinh:

Thir nghiém nay duoc thuc hién bang cach chuyén 40 ml cac mau enzym
dugc pha lodng dén 96 tAm vi chudn tét va thém 220 ml dung dich lam vigc v6i
chit nén. Dung dich d3 dugc tron 13n va duoc 0 trude 15 phut ¢ 37°C va sy hép thy
duoc do mdi 20 gidy. trén 10 phiit & OD 405 nm trén mot "Spectra max 384 plus"
b6 doc Eliza (thiét bi phan ti¥). Do dbc (d0 hép thu mbi phut) cla thoi gian phu

thudc vao su hép thu dudng cong la ty 1¢ thuén truc tiép véi cac hoat dong cu thé
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(hoat dong trén mdi mg enzym) cla alpha-amylaza trong vAn dé dudi cac diéu kién

duoc dua ra.
Thir nghiém do ludng ctla céc ion canxi tu do

Thir nghiém sau day co thd duoc st dung dé do cac ion canxi ty do trong
dung dich, va do d6 dé xac dinh tic nhan cang hoa (chét cang hoa) c6 kha ning
lam giam ndng do ciia céc ion canxi ty do (Ca2 +) vi dy tir 2,0 mM dén 0,10 mM &
d6 pH béng 8.

Nguyén téc thir nghiém:

Luong khac nhau cta chét cang hoa dugc thém vao dung dich chira 2,0 mM
Ca2 + va luong Ca2 + tu do dugc xéac dinh bang cach st dung Ion canxi phén cuc
lua chon & @6 pH va nhiét do c¢b dinh. Nong do cia chét cang héa cAn thiét dé lam
giam ndng do canxi tw do tir 2,0 mM dén 0,10 mM cé thé dugc xéc dinh tir mot so
dd cta ndng o canxi ty do dugc do so véi ndng dd chét cang hoéa. Trong thir
nghiém nay ndng do cla chét cang héa can thiét dé 1am giam ndng do canxi ty do
tir 2,0 mM dén 0,10 mM dugc do & do pH bang 8, & 21°C, kali clorua va 49 mM
Epps.

Dung dich:

Dung dich dién phan: 4 M kali clorua trong nudc siéu sach (nudc Milli-Q).
chit dém dd pH bing 8: 50 mM Epps axit (4- (2-hydroxyetyl) piperazin-1-
propansulfonic) dugc didu chinh d6 pH bang 8,0 béng cach dung lugng t61 thidu 12
1 N natri hydroxit. Dung dich canxi: 25 mM Ca2 + trong chét dém do pH bang 8,
duoc lam tir CaCl2. 2H20. Dung dich chét cang héa: 15 mM chét cang hoéa (trén
co s& chit cang hoa kho 100%) & chit dém c6 @6 pH bf?mg 8, duoc diéu chinh lai
d6 pH bing 8,0 bing cach ding lugng tdi thiéu 1a 1 M NaOH hogc 1 M HCL.
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Nuéc tinh khiét Ultra ( Nude Milli Q) duoc ding dé didu ché tét ca cac chit
dém va dung dich.

Thiét bi

Ton canxi dién phén lua chon tir Thermo Scientific (cat. No. 9720BNWP)
duoc hiéu chinh dung dich tiéu chuin Canxi clorua. Cac dién cuc duge hiéu chudn
nhu dugc md ta cla cac hudng dan dién cyc sau day.

Quy trinh:

MOot loat cac lo dugc chun bi, mdi lo chira 4 ml dung dich canxi (nc‘“)ng do
cudi cing 1a 2,0 mM), 1 ml dung dich dién phan (ndng d6 cudi cling 1a 80 mM
Kali clorua), dung dich chét cang hoéa véi lugng khac nhau (0 dén 45 ml) va st
dung chit dém do pH bing 8 dé didu chinh tdng khbi lugng dén 50 ml. Céc ndng
d6 cudi cing ctia Epps trong thtt nghiém la 49 mM. Sau khi tron, ndéng d6 cla
Ca2+ tu do duogc do bang dién cuc canxi. Nong d6 canxi tu do nén dugc xac dinh
véi lugng du cua ndng d6 chit cang hoéa khac nhau cho mdi chét cang héa duge
thtr nghiém, dam bao rang thiét 14p dit liéu bao gbm toan bod nim trong khoang tir
2,0 mM ion canxi ty do dbi véi gia tri thép dudi 0,10 mM hodc néng do chét cang
héa cubi cung trong thir nghiém 1a cao hon so véi 10,0 mM. S6 diém dit lidu thich
hop 1a 8 hoac 16n hon. Ndng d6 chét cang hoa can phai ha ban dau 2,0 mM ion
canxi ty do dén 0,10 mM thu duge tir mot so d6 cta ndbng d6 ion canxi ty do duge
do so véi ndng do cang héa béng cach noi suy.

Cic dung dich dugc cén béng theo nhiét d0 mong mudbn, ma trong thir

nghiém nay la 21°C.

Viéc xac dinh log K
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Té4c nhin cang hoa cling co thé duogc dic trung boi hing s6 lién két cuia tac
nhan cang héa (chit cang héa) va céc ion canxi. Héng sb nay c6 thé dugc xac dinh
boi ITC (déng nhiét chudn d6 nhiét lugng) nhu dugc mé ta bdi AD Nielsen, CC
Fuglsang and P Westh, Analytical Biochemistry Vol. 314 (2003) page 227-234 and
T Wiseman, S Williston, JF Brandts and L-N Lin, Analytical Biochemistry Vol.
179 (1989) page 131-137.

Téi ca cac chai thiry tinh va nhya duge diung duoc rira bang 1% (trong
luong), dung dich EDTA va sau d6 dugc rira sach k¥ ludng trong Chelex 100 dugc
Xt ly nudce tinh khiét (nu6e Milli-Q). Dung dich duoc luu trit trong chai nhya va
gitt & 5°C cho dén khi str dung. Chit dém:

20 mM HEPES axit (2- [4- (2-hydroxyetyl) -1-piperazinyl] -etansulfonic),
d6 pH biing 8 dugc didu ché bing nude tinh khiét (nuée Milli-Q) 20mM glyxin, d
pH bang 10 dugc didu ché bing nuéc tinh khiét ( nude Milli-Q).

Dung dich:

-125 uyM chét cang héa trong 20mM HEPES, d6 pH bang 8 hoic 125 mM
chét cang hoa trong 20mM glyxin, 4o pH bing 10

-4 MM CaCl2 trong 20mM HEPES, d6 pH bang 8 hodc 4 mM CaCl2 trong
20mM glyxin, d6 pH béng 10

Nudc sidu tinh khiét (Nuée Milli-Q)

T4t ca cac chit dém duoc di qua cot Chelex 100 (Sigma Aldrich C-7901,
chét nén 1% duoc lién két ngang véi axit iminodiaxetic nhém hoat tinh chit nén
polystyren (mAu natri) viéc gén chét nén théng qua nhom metyl vao vong thom) dé
loai bod cac ion canxi. Tét ca cac dung dich dugc khir khi béng céach khudy dudi
chén khéng trudc khi thir nghiém. Thiét bi:

MCS-ITC (MICROCAL Inc. , Northampton, MA, USA)

Quy trinh:
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Té bao tham chidu chira dy nuée siéu tinh khiét (nu6e Milli-Q). Céc té bao
mAu dugc d6 ddy voi dung dich chét cang héa & d6 pH dugc chon va 6ng tiém
dugc db ddy véi dung dich canxi & do pH dugc chon. Dung dich dugc cén bing
voi nhiét do mong mubn, vi dy, 19°C. Céc dung dich chét cang hoéa trong té bao
mAu sau d6 duoc chudn do véi 30 dén 40 phéan phan uéc clia 8 ml dung dich canxi.

Céc tin hiéu thu duoc tir ITC sau d6 dugc tich hop béng céch st dung phan
mém Origin cung cép boi MICROCAL Inc. Pé ¢6 duge dudng dang nhiét lién két,
chuong trinh héi quy dugc thuc hién béng cach sir dung géi phdn mém twong ty.
Céc dit liéu nay sau do duoc gén vao md hinh s dung céc tuyén dudng dugc
nhung trong phan mém ban dau. Hién nay md hinh "OneSites" dugc wu tién cho
phu hop nhét cho hiu hét cac chit cang héa thuong duge sir dung, vi du, cac phin
cin duge phan bd déu trong khoang 0. Ttr tri s6 K va log K duoc tinh bang logarit
(co s6 10) tri s K.

Tht nghiém dé xac dinh hi¢u suat rira

Thit nghi€m hiéu suét rira Terg-O-tometer (TOM)

Tht nghiém hiéu sult rira bang céach st dung Terg-O-Tometer la thir nghiém
trong m6 hinh quy md vira cia mdy gidt va dugc sir dung dé danh gia hidu sudt rira
amylaza. TOM vé co ban 1a nhiét d6 cao dugc kidm soat nudc 1&n dén 12 cbe kim
loai m& duge ngdm vao no. MBai cbc thuy tinh tao ra mdt may giat nhod va trong
thoi gian thr nghiém, mdi cia chung s& chita dung dich cia chét tiy rira/hé théng
enzym cu thé va hiéu sudt rira vai ban hodc khong ban dugc thir nghiém trén. Ung
sut co hoc dat duoc bang tay khudy quay, ma khuéy chét 16ng trong mdi cbe. Boi
vi céc TOM khéng cé nép, co thé 14y mau trong mot thir nghiém TOM va thu
nghiém cho thdng tin truc tuyén trong thoi gian rira. Thir nghiém hi¢u suét rira

TOM, béng céch sir dung cbc 1000 mL va khudy canh cung clp chuyén dong quay
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dao dong, 180° theo mdi huéng, véi thn s6 120 trén phut, bao gbm céc budc sau:
500 ml dung dich rira (15°dH véi Ca/mg ty 1€ 4: 1 chitra 40 mM NaHCO3) dugc
thém vao cdc. Khi nhiét 46 duoc chon dé rira, vi duy, 40°C, chét tiy rira va enzym
c6 duoc duge thém vao dung dich ra. Trong sudt qua trinh ria ndng do chit tay
rira nén c6 3,3 g chét tiy rira mdi dung dich rtra L (3,3 g/L vi du, m6 hinh chit tiy
rira 1 hodic 2 nhu d3 dugc md ta & trén). Nong dd enzym trong sudt qua trinh rira
hodc 1a 0 va/hoic 0,028 mg protein enzym/dung dich rira L. 10 g d4 balat dugc cét
trong 5x5 cm WFK80A (wfk Testgewebe GmbH, Christenfeld 10; D-41. 379
Bruggen-Bracht; Putc) duoc thém cing véi 4 mau vai tinh bdt gao bong véi 5x5
cm, vi du, CS-28 (Cénter For Testmaterials BV, P. O. Box 120, 3133 KT,
Vlaardingen, Ha Lan), véi dung dich rua dé bit dau viéc rira. Sau thoi gian rira
duoc chon, vi dy, 20 phut, viéc rira dugc ding lai va mau vai ngay 1p tic duoc
rira sach trong 5 phat dudi nudce voi lanh. Cac mau vai dugc rira sach sau do6 duoc
lam khé trong bong t6i. Sau khi 1am kho hiéu suét rira dugc dénh gia béang cach do
sy giam clia 4nh séng toi v6i 460 nm sur dung mau mét nhu duoc mo ta dudi day.
Céc thtr nghiém véi 0 mg protein enzym/L dugc st dung lam tréng dé c6 dugc tri

sb giam delta.
Su do ludong mat mau

Hiéu suét rira duoc thé hién nhu tri sd giam delta (ARem). Viéc danh gia
giam &nh sang cua cac mau vai di duogc thyc hién bang céach sir dung méit mau
Macbeth 7000 quang phé ké giam véi khau d6 tron 16n (dudng kinh 25 mm). Cac
phép do dugc thyc hién ma khong UV trong anh sang t6i va giam & 460 nm duoc
chiét xuat. Mau vai mau dugc do da duoc dat trén dinh cla ba mau vai khéc, viéc
duoc rira sach loai gibng nhau duéi didu kién gidng nhau, truéc khi dugc do dé

giam su phan xa tir c4c piston ddy mau vai lén chong lai viéc m& do luong. Tri s6
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giam delta dbi véi didu kién rtra cy thé dugc tinh bang céch trir tri s6 giam trung
binh cta cdc mau vai duoc ria ma khong duge thém amylaza (0 mg protein
enzym/L) tir tri s§ giam ctia miu vai dugc rira béng amylaza (0,028 mg protein

enzym/L).
Tht nghiém luc cang co hoc tu ddng (AMSA) cho may giat

Thir nghiém hiéu suit rira khéc c6 thé duoc st dung 1a AMSA. Pé danh gia
hiéu suét rira trong viée giat, thir nghiém rira ¢6 thé dugc thuc hién bing céch sit
dung thtr nghiém lyc cing co hoc tu dong (AMSA). Vi AMSA, hiéu sudt rira cla
cac dung dich enzym-chit tdy rira khdi lugng nhé cé thd duoc kiém tra. Céc tdm
AMSA c6 mot sb khe cho cac dung dich thir nghiém va mot nép ma ép dét phai
duoc rtra sach chéng lai 16 khe. Trong sudt qua trinh ria, tdm, dung dich thir
nghiém, vai dét va nép di dugc rung dong manh mé dé mang lai dung dich thir
nghiém tiép xtic véi vai dét va ap dung luc cing co hoc trong quy téc, dinh ky,
céch thire dao dong. P& md ta k§ hon trong WO02/42740, cu thé 1a 1a phén "Céc
phuong an phuong phép cu thé", trang 23 dén 24.

Lidu lugng chat tay ria 5 g/L (chat tay rira dang 16ng)

Thé tich dung dich thir nghiém 160 vi L

b6 pH Didu chinh d6 pH 7 hodc d pH 6
(chét tay rira dang 16ng)

Thoi gian rira 20 phut

Nhiét do 60°C, 40°C va 20°C hodc 15°C

Do cliing cia nudc 15°dH

MBb hinh chét tAy rtra va cac chét thir nghiém c6 thé 1a nhu sau:
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Mo hinh chét tiy rira gigt | Natri alkyletoxyl sulfat (C-9-15, 2EO) 6. 0%
Natri dodexyl benzen sulfonat 3,0%

Natri toluen sulfonat 3,0%

axit oleic 2,0%

rugu bac mot etoxylat (C12-15, 7EO) 3,0%
ruou bac mot etoxylat (C12-15, 3EO) 2,5%
Etanol 0,5%

Mono propylen glycol 2,0%

Tri-natri xitrat dihydrat 4,0%
Trietanolamin 0,4%

Nudce duge ion hoa 100%

b0 pH dugc diéu chinh 1én 8,5 v&i NaOH

Chét thir nghiém EMPA112 (b6t cacao trén bong)

PC-05 (Mau/sita / myc trén bong/polyeste)
WFK10PPM (Dau thuc vat/sita /chét tao mau
trén bong)

C-10 (DAu/stra/chét tao mau trén bong)

CS-28 (tinh bt gao trén bong)

Céc chét thir nghiém dugc léy tr EMPA Testmaterials AG, Movenstrasse 12,
CH-9015 St. Gallen, Thuy Si, tir Center For Testmaterials BV, PO Box 120, 3133
KT Vlaardingen, Ha Lan, va WFK Testgewebe GmbH, Christenfeld 10, D-41. 379
Bruggen , Dtrc. P§ cting cuia nudc duge didu chinh dén 15°dH béang cach bd sung
CaCl2, MgCl2, va NaHCO3 Ca2+: Mg2+ = 4: 1: 7,5) dé hé thong kiém tra. Sau

khi giat vai duge rira sach trong nudc méy va duge lam khd. Hiéu suat rira duoc do
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nhu d6 sdng clia mau séc cua vai duge rira sach. D9 sang cling c6 thé duogc thé hién
nhu cudong dd cia anh sang phan xa tur mAu khi duge chiéu sang bing 4nh sing
tréng. Khi miu duge nhudm mau cudng do clia anh sing phan xa la thap hon so
v6i méu sach. Do d6, cudng d6 cia anh sang phan xa c6 thé duoc stir dung dé do
hiéu suét rira. Po mau duoc thyc hién bang méy quét phing chuyén nghiép (Kodak
iQsmart, Kodak, Midtager 29, DK-2605 Brendby, Dan Mach), duogc st dung dé
chup anh cta vai dugc rira sach.

P4 trich xuét mot gié tri so v&i cuong do dnh sdng tlr cac hinh anh dugce quét,
céc gi4 tri didém anh 24-bit tir c4c hinh anh duge chuyén doi thanh céc gia tri cho
céc mau d6, mau xanh 14 cdy va mau xanh duong (RGB). Gia tri cudong dd (Int)
duoc tinh béng cach cong cic gid tri RGB v6i nhau nhu cac vat truyén va sau d6

14y 40 dai clia vat truyén thu duoc:

'anf='-\|ii"2 +g2 +b2

Vi du thyc hién sang ché
Viduy 1 - Xéc dinh déc tinh do pH.

Dic tinh d6 pH duge x4c dinh cho alpha-amylaza c6 SEQ NOI1: véi cac
phin tir thd G46A + T471 + G105A + 1199F khi st dung SEQ ID NO: 1 dénh sd.

Thtr nghiém duong giam:

Thir nghiém dé do hoat dong phan giai tinh bot (hoat dong alpha-amylaza).

Hoat dong alpha-amylaza co thé duogc xac dinh boi phuong phép st dung
tinh bdt chit nén nhu S7260 tinh bdt gao tir Sigma-Aldrich. Cac alpha-amylaza
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phén cit chét nén va chét giam cudi duogc tao ra bdi amylaza duge xac dinh bing
phén tng véi hydrazit axit p-hydroxybenzoic (thtr nghiém duong gidm). Piéu nay
dan dén sy tao ra ca hydrazaon, ma cé thé dugc phat hién b%mg cach do do hép

thu & 405nm. Luong dau tan cung giam dugce tao ra ty 1& véi hoat dong amylaza.

Enzym nay dugc pha lodng trong chit dém pha loding enzym (10 mM MES,
d6 pH bing 7,0, 0,01% TritonX100, 0,100mM CaCl2) d¢én mét nong dd enzyme
néu dudng cong dap tng 1iéu tuyén tinh thu dugc trong thir nghi¢m. Hoat dong pH
duogc xac dinh st dung chit dém hoat dong (50mM MES, 50 mM axit axetic, 50
mM Glyxin) dugc didu chinh dén do pH tir 4 dén 11. Céc chét nén (S7260 tur
Sigma-Aldrich) (3mg/ml trong nuéc milliQ) dugce niu trong 5 phut va d& ngudi
xudng trudc khi st dung. Péi véi thir nghiém chuyén 50ul chit nén (3mg/ml)
thanh tAm vi chuin PCR va thém 50ul chit dém hoat dong (50mM MES, 50 mM
axit axetic, 50 mM Glyxin, d¢ pH tur 4 dén 11). Thém 50pl cta enzyme dugc pha
loang va tron déu. U trong may PCR trong 5 phut & 40°C sau do6 ha nhiét d¢. Lam
ngéin dung dich bing cach hoa tan hydrazid axit p-hydroxybenzoic (Sigma H—9882)
& Ka-Na tartrat-/ dung dich NaOH (trong 1 lit: thém 50g K-Na-tartrat (Merck 8087)
va 20g NaOH) dén 15mg/ml. Thém 75ul dung dich ngédn va 4 10 phut G 95°C
trong may PCR. Chuyén 150ul thanh tdm vi chudn 96 va do do hip thy & 405nm.
Enzym can pha lodng dé n6 nam trong pham vi tuyén tinh cta thir nghiém hoat
d@hg 6 do pH nhét dinh. Hoat dong amylaza dugc binh thuong d8 hoat dong t6i da.

Pic tinh d pH cia alpha-amylaza c6 SEQ NO1: véi cac phén ti thé G46A
+ T471 + G105A + 1199F khi st dung SEQ ID NO: 1 cho danh s6 duoc xac dinh
céc két qua duoc thé hién trén hinh 1. C6 thé thiy rang hoat dong tdi da dat duoc
gitra do pH bang 6 va 7 va hoat dong giam xubng rd rét trong ving c6 tinh kiém,
do d6 enzym duong nhu khong thé hép ddn mdt cach dac biét dé st dung trong

chét tiy rira dang 16ng kidm. C4c nha sang ché di phat hién ra rang su On dinh phi
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thudng ctia enzym alpha-amylaza (xem dudi day) hon dong gop cho hoat dong

thip hon trong chét tay rira dang long c6 gia tri do pH kiém.

Trong vi du dudi ddy, sy xéc dinh thanh phan viét tét c6 ¥ nghia sau:

MPG la mono propylen glycol

TEA 14 triethanolamin

MEA 13 Monoetanolamin

NaOH 13 47% dung dich natri hydroxit

NI 7EO 1a ruou etoxylat c6 12 dén 15 nguyén tir cacbon 7EO khdng ion
Neodol® 25-7 (ctiaShell Chemicals)

Axit LAS 13 axit sulphonic alkylbenzen mach théng c6 12 dén 14 nguyén tir
cacbon

Prifac® 5908 13 axit béo lauric duge bdo hoa ctia Croda

SLES 3EO la natri lauryl ete sulphat v6i 3 mol EO

SLES 1EO la natri lauryl ete sulphat v6i 1 mol EO

EPEI 14 Sokalan HP20 -polyme lam sach imin polyetylen dugc etoxyl hoa:
PEI (600) 20EO ctia BASF

Huong liéu la dau huong liéu ty do

Dequest® 2010 13 HEDP (axit 1-Hydroxyetyliden-1,1, -diphosphonic)

Chét bao quan 1a Proxel GXL ™ chét bao quan chbng vi tring, 20% dung
dich 1,2 benzisothiazolin-3-on trong dipropylen glycol va nudc cua Arch
Chemicals.

Huynh quang 13 Tinopal CBS-X ™ ctia Ciba

Stainzyme™, Termamyl Ultra™, Savinase Ultra XL™, MannawayTM la

enzym thuong mai ciia Novozymes

Vi du 2: sy 6n dinh luu trit Amylaza trong chét tiy rira dang 10ng.
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Mbt loat céc ché pham tiy rira dang long da duoc diéu ché véi amylaza

trong linh vye k¥ thuét trude (Stainzyme va Termamyl Ultra) va amylaza ciia SEQ

ID NO: 1 v6i cac phin tir thé G46A + T471 + G105A + I199F (d6 1a SEQ amylase

ID NO: 2). Céc ché phim sir dung dugc dua trong bang 1. Céc mAu enzym chit tay

rira d3 duoc dd vao lo thly tinh, va lo thiy tinh sau d6 dugc dong lai. Céc mau

enzym chit tAy rira duge U trong 2 va 4 tudn & 37°C ho#c 45°C va bd gibng hét

nhau cua ciac mau da dugce dong lanh dé the hién cac mau mdi. Sau khi Iuu trit hoat

dong amylaza con lai sau d6 da duogc do bang cach st dung thir nghiém hoat dong

amylaza PNP-G7. Amylaza dd dugc thit nghiém la Termamyl Ultra, Stainzyme

(NovozymesA/S; Krogshoejvej 36; 2880 bagsvaerd; Dan Mach) va amylaza cla
SEQ ID NO: 2.

Bang 1 - ché phim tiy rira dang long

% trong luong ché phan theo 100%

Thanh %AD A B C D E F
phan

Nudce 100 Can Can Can Céan Can Can
Khoang bang béang béang béng béng bang
MPG 100 5 5 5 5 1,1 0
Glyxerol 100 0 0 2,2 2,2 4,5 2,2
MEA 100 3,21 3,95 2,83 3,66 0 0
TEA 100 1,87 1,87 1,5 1,5 4,08 1,5
NaOH 47 0 0 0 0 1,81 1,56
NI 7EO 100 3,92 3,92 1,16 1,16 3,31 1,16
Axit LAS 97,1 5,23 5,23 4,63 4,63 13,23 4,63
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Prifac 100 1,63 1,63 0 0 0 0
5908

SLES 3EO 70 3,92 3,92 0 0 0 0
SLES 1EO 70 0 0 5,79 5,79 16,54 5,79
EPEI 80 1,4 1,4 0 0 0 0
Dequest 60 0 0,7 0 0,7 0 0
2010

Axit xitric 50 1,17 1,17 2 2 1,25 2
Natri sulfit 98 0,12 0,12 0 0 0 0
Chat bao| 20 0,02 | 0,02 | 0,03 0,03 0,03 0,03
quén

Chat 100 0,12 0,12 0,1 0,1 0,09 0,03
huynh

quang

Huong 100 0,65 0,65 0,34 0,34 0,98 0,34
liéu ,
Amylaza 100 0 dén 0 dén 0 dén 0 dén 0 dén 0 dén
SEQ ID 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,11
No:2 (14,6

mg  hoat

tinh/g

Stainzym 100 0 dén 0 dén 0 dén 0 dén 0 dén 0 dén
(13,7 mg 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,11
hoat

tinh/g)

Termamyl | 100 0 dén|0 dén|0 dén|0 dén
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Ultra (24,8 0,2 0,2 0,2 0,2
mg  hoat
tinh/g)
Savinase 100 0 0 0 0 1 0,35
Ultra XL
(48 mg
hoat
tinh/g)
Mannaway | 100 0 0 0 0 0,3 0,11
(44 mg
hoat
tinh/g)
Tong 100 100 100 100 100 100 100
pH@25°C 8,5 8,5 8,5 8,5 8,2 8,2
Bang 2
Hoat dong con lai, 37°C
Amylaza SEG IH No: Termamyl Ultra Staizym
2 tuén 4 tudn 2 tudn 4 tuan 2 tudn 4 tudn
Chit  tay 82 69 29 10 5 1
rira A
Chat  tiy 90 80 83 61 50 25
rua B
Chét tay 89 83 38 16 7 1
raa C
Chat  tay 92 78 71 46 37 15
rira D
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Bang 3
Hoat dong con lai, 45°C
Amylaza SEG IH No: Termamyl Ultra Staizym
2 tudn 4 tuan 2 tudn 4 tuan 2 tudn 4 tuan
Chit  tdy 60 40 0 0 0 0
rra A
Chit  thy 79 69 36 17 4 1
ra B
Chat  thy 70 53 2 0 0 0
raa C
Chat  tiy 77 72 21 5 2 1
ra D
Bang 4

Hoat dong con lai, 37°C Hoat dong con lai, 45°C

Amylaza SEQ ID | Stainzym Amylaza SEQ ID | Stainzym

No:2 No: 2

2 tudn 4 tuan 2 tudn 4 tudn 2 tudn 4 tuan 2 tudn 4 tuan
Chét tay | 100 100 82 69 99 96 49 30
ra E
Chét tay | 96 96 66 36 89 82 10 0
ra E

Theo cac diéu kién thir nghiém, rd rang rang amylaza SEQ ID NO: 1 véi céc
phin tir thé G46A + T471 + G105A + I199F (d6 1a amylaza SEQ ID NO: 2) 6n

dinh dang ké hon Termamyl Ultra ™ va Stainzyme™ trong tAt ca cac mAu chit tiy

roa.
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Vi du 3: su 6n dinh luu trir trong chit tiy rira dang long.

Céc amylaza dugc thir nghiém da dugce thém vao chit tdy rira dé dat nong do
protein cubi cing 13 0084 mg EP/g. 5g cdc miu chét tiy rira v6i amylaza trong vén
dé da duge dd trong lo thuy tinh kin trong 1 tudn & 40°C hodc 2 tudn & 37°C. Hoat
dong amylaza d3 dugc do theo thir nghiém amylaza PNP-G7 dugc md ta ¢ trén.
Hoat dong con lai cua amylaza da dugc tinh toan bing cach so sénh v6i miu tham

khao duoc luu trit trong 1 va 2 tudn & -18°C.

Béang 5
1 tuAn 6 40°C | SEQ NO1: | SEQNO1: | Termamyl
G46A+T471+G105A+1199F
MBo hinh 1 96% . 100% 30%
M5 hinh 2 94% 84% 16%
Bang 6
2 tudn 6§ 37°C | SEQ NO1: | SEQ NO1: | Termamyl
G46A+T47I+G105A+1199F
M5 hinh 1 93% , 95% 38%
MB& hinh 2 93% 85% 18%

{Tur vi du ndy, rd rang 13 amylaza cia SEQ ID NO: 1 c6 dd 6n dinh luu trit
t6t trong mo hinh 1, nhung hoat dong gidm déng ké trong mé hinh chét tiy rira 2;
sau khi d3 Iuu trit mot tudn & 40°C. RS rang la amylaza SEQ ID NO: 1 ¢6 cac phan
tir thé ctia G46A + T471 + G105A + I199F ¢ dd 6n dinh cao trong ca hai m6 hinh
chit tAy rira 1 va 2. Do d6, amylaza nay cia SEQ ID NO: 1 ¢6 cac phan tu thé cua
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G46A + T471 + G105A + I1199F 1a én dinh trong md hinh 2, trong d6 chira ndng do
cao hon cua chit cang héa so v6i mé hinh 1. Termamyl 1a khong n dinh trong hai

mb hinh chét tay rira.

Vi du 4: hiéu suét rira amylaza con lai sau khi lvu trit trong chét ty rira.

biéu ché mau enzym chat tay rua

Mau enzym chét tdy rira chra 0,084 mg protein enzym amylaza/g chit tay
rira, vi du, mo6 hinh chét téy ra 1 hodc 2, da dugc db vao lo thuy tinh, va céc lo
thiy tinh sau d6 duogc dong lai. Cac mAu enzym chét tiy rira dwgc U trong 1 tudn &
40°C hoic hodc 2 tudn & 37°C va bo giéng hét nhau ctia cac mau dd dugc dong
lanh dé biéu thi cac miu mdi. Sau khi luu trlt hiéu suét rira sau d6 da duoc xac
dinh trong Terg-O-Tometer cta ca hai mau dong lanh va 0. Amylaza da duoc thi
nghiém 13 Termamyl (Novozymes A/S; Krogshoejvej 36; 2880 bagsvaerd; Dan
Mach), amylaza cia SEQ ID NO: 1, va amylaza cua SEQ ID NO: 1 v0i cac phﬁn
tir thé sau G46A + T471 + G105A +I199F.

Thr nghi€m hiéu suit rira trong Terg-O-Tometer

Sau khi Iuu trt hidu suét rira cia Termamyl, amylaza ciia SEQ ID NO: 1, va
amylaza cia SEQ ID NO: 1 voi cac phan tir thé sau G46A + T471 + G105A +
[199F duoc danh gia trong Terg-O-Tometer dudi diéu kién thtr nghiém dugc mo ta
dudi day:

Bang 7

Nong d6 tdy rira trong so6t qué [ 3,3 g/L

trinh ria
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Nhiét 4o rira 40°C

Thoi gian rira 20 phut

Do cing cua nude cua dung dich | 15°dH (ty 18 Ca/Mg 4:1 voi 40 mM
rua NaHCO3 Mg)

Dao ddng trén phut 120

b6 pH nhu thuc trang

Nong d6 enzym trong dung dich | 0; 0,028 mg EP/L

thr nghiém

Thé tich dung dich thir nghiém 500 mL

Dét trén cdc 4 bdng véi vai tinh bdt gao (CS-28, 5 * 5
cm) va 10 g bong Ballast (WFK 804, 5 *

5 cm)

Pé c6 dugc 3,3g chét tdy ria cudi cing trén dung dich rira L, 1,485 g chit
téy rira (vi dy, md hinh 1 hodc m6 hinh 2) dugc thém vao 500 ml dung dich rira véi
d6 clmg cta nuéc 1a 15°dH, sau d6 0,165 g mau amylaza \/chét tAy rira duoc kiém
tra cho hiéu suét rira da duoc bd sung. Lugng chét téy roahiéntailala3,3 g chét
tAy rira trén dung dich rira L, va lugng amylaza 0,028 mg protein enzym trén dung

dich rra L.

10 g dé balat dugc cht voi 5x5 cm WFK80A (wfk Testgewebe GmbH,
Christenfeld 10; D-41. 379 Bruggen-Bracht; Dirc) da dugc thém vao cung voi bbn
mau vai véi 5x5 cm CS-28 (Center For Testmaterials BV, P. 0. Box 120, 3133 KT,
Vlaardingen, Ha Lan) vao dung dich rtra @& bét dau rtra. Sau khi rira 20 phat ¢ 40
C, viéc rira da dugc ngung lai va cac mau vai CS-28 ngay lap tic dugc rira sach

trong 5 phut trong nude voi lanh. Sau khi lam kho gia tri giam cla cac mau vai CS-
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28 duoc do bing quang phd khbi giam Macbeth Color Eye 7000. Hiéu suét rira
(ARem) sau khi 0 dugc thu thap va st dung dé tinh toan hiéu sudt rira cin thé hién
nhu 1a ty 1& gita hiéu suit rira cua Termamyl, amylaza ctia SEQ ID NO: 1, va
amylaza ctia SEQ ID NO: 1 v6i cac phan tir thé sau G46A + T471 + G105A +
1199F. Hiéu suét rira (ARem) sau khi U ctia amylaza ctia SEQ ID NO: 1 duge thiét
1ap dén 100% (bang 2. 1 & 2. 2). Ngoai viéc hiéu sult rira cin cua amylaza c4 nhin
d3 dugc tinh toan bang cach chia hidu suit rira trung binh (ARem) cua céc mau
duoc luu trit v6i hidu sudt rira trung binh (ARem) cta miu dong lanh giéng hét

nhau (Bang 8 & 9).

Bang 8: Ty 1¢ hi¢u sudt rira phan cin sau khi luu trir 1 tudn & 40°C cla
Termamyl, amylaza ctia SEQ ID NO: 1, va amylaza ctia SEQ ID NO: 1 V@i cac
phin tir thé sau G46A + T471 + G105A + I199F. Vi hiéu sudt rira phan cin cla
amylaza ctia SEQ ID NO: 1 duoc thiét 14p dén 100% trong mdi chét tiy rira.

Bang 8

1 tudn & 40°C M5 hinh cht tiy rira | M6 hinh chét tay
1 rua 2

Termamyl 24% 20%

Amylaza trong SEQ ID NO: 1 | 100% 100%

Amylaza trong SEQ ID NO: 1 | 83% 119%

voi G46A + T471 + G105A +

[199F

Tir cac két qua nay, rd rang 1a hiéu sudy rira cin cia amylaza SEQ ID NO: 1
V6i céc phan tir thé sau G46A + T471 + G105A + I199F rira tot hon sau khi luu trir
1 tuln so véi amylaza SEQ ID NO: 1 khi st dung m6 hinh chét tiy rira 2. Khi st

dung mo hinh chét tdy rira 1, amylaza cua SEQ ID NO: 1 ¢6 higu sut rira cin cao
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nhAt sau khi luu trit. Su khéc biét nay duoc cho 13 do ndng d6 cao ctia chét cang
hoa trong md hinh 2 so v4i md hinh 1. Do d6, amylaza cia SEQ ID NO: 1 véi cac
phin tr thé sau G46A + T471 + G105A + [199F c6 hi¢u suét rira t6t sau khi luu trit

trong chét tiy rira chira mot lwong 16n cac chét cang hoa.

Bang 9: Ty 1& hiéu sult rira phin cin sau 2 tudn luu trir & 37°C cla
Termamyl, amylaza cia SEQ ID NO: 1, va amylaza cua SEQ ID NO: 1 véi cac
phan tir thé sau G46A + T471 + G105A + [199F. Véi hiéu suit rira phén cin cla
amylaza SEQ ID NO: 1 duogc thiét 1ap dén 100%.

Béang 9

2 tuén & 37°C M5 hinh chat tiy rita | M6 hinh chat tay
1 rua 2

Termamyl 34% 3%

Amylaza trong SEQ ID |100% 100%

NO: 1

Amylaza trong SEQ ID|103% 138%

NO: 1 véi G46A + T471 +

G105A +1199F

Céc két qua sau khi luu trit 2 tudn & 37°C x4c nhan céc két qua sau khi luu

trit 1 tuln.

Béang 10: Hiéu suft rira cin c4 nhan sau khi bao quan 1 tudn & 40°C cla
Termamyl, amylaza cia SEQ ID NO: 1, va amylaza ctia SEQ ID NO: 1 v6i céac
phén tir thé sau G46A + T471 + G105A +1199F.

Bang 10
1 tudn & 40°C Mb hinh chit tiy rira | M6 hinh chat tay
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voi G46A + T471 + G105A +
I199F

1 rua 2
Termamyl 47% 34%
Amylaza trong SEQ ID NO: 1 | 96% 71%
Amylaza trong SEQ ID NO: 1| 107% 108%

Cac két qﬁé nay thé hién hiéu suét rira clia amylaza trong hai chét tay rira so
v6i cac mau dong lanh ctia amylaza. Do d6, cac mau dong lanh dugc thiét lap dén
100%. Tir d6 c6 thé thdy ring amylaza ctia SEQ ID NO: 1 giam hiéu suét rira trong
md hinh 2 trong khi ddy khong phai 1a trudng hop d6i v6i amylaza ctia SEQ ID

NO: 1 v6i céc phén tir thé G46A + T471 + G105A + I1199F.

Bang 11: Hiéu sut rra cin c& nhan sau khi bao quan 2 tuan ¢ 37°C cla

Termamyl, amylaza ctia SEQ ID NO: 1, va amylaza ctia SEQ ID NO: 1 véi cac

phan tir thé sau G46A + T471 + G105A + [199F.

Bang 11
2 tudn 6 37°C M5 hinh chét tdy rira [ M6 hinh chat tay
1 rua 2
Termamyl ‘ 67% 5%
Amylaza trong SEQ ID NO: 1 | 75% 61%
Amylaza trong SEQ ID NO: 1 | 90% 102%
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voi G46A + T471 + G105A +
I199F

Theo cac diéu kién thir nghiém, rd rang 1a amylaza cia SEQ ID NO: 1 12 6n
dinh hon Termamyl, va phan tir thé (G46A + T471 + G105A + I199F) cung cép
cho amylaza ctia SEQ ID NO: 1 dugc cai thién sy dn dinh va cai thién hiéu sudt

rira trong mo hinh chét tay ria 2.

Vi du 5: Péc tinh cta chét cang héa

Vi du 5a - Do céc ion canxi tu do.

Té4c nhin cang hoa (chét cang hoa) c6 thd dugc xép hang bdi kha ning cua
ching d& lam giam ndng d6 cla céc ion canxi ty do (Ca2 +) tir 2,0 mM dén 0,10
mM & d6 pH bang 8 duogc phat tridn tir phuong phép dugc md ta bdi MKNagarajan
et al., JAOCS, Vol. 61, no. 9 (September 1984), pp. 1475-1478. Thir nghiém dugc
mb ta & trén trong "Chat va phuong phéap" dé do ctia céac ion canxi ty do dugc su
- dyng. Theo d6, ndng do cla chét cang héa can thiét d& 1am giam do6 cimg ctia nudc
tr 2,0 mM dén 0,10 mM duoc x4c dinh nhu duge dd mo ta ¢ trén. Thi nghiém
duoc tién hanh véi chit dém c6 do pH bing 8 & 21°C. Nong dd cubi cing cua chit
cang hoa dugc dung va néng do .Ca2+ tu do dugc do duogc thé hién trong bang 3. 1
dudi day.

Bang 12. 1: Ndng do Ca2 + tw do duge x4c dinh trong hén hop chira 2,0 mM

Ca2 + va luong khac nhau cua tdc nhan cang hoa & d6 pH béng 8.

Dung dich |{Dung dich Chit dém do | Chat  cang Nong do

nguyén liéu | dién  phin | pH mL héa mL cubi  cung

-74-



26653

canxi mL mL chdt  cang
héa nM

4 1 45,0 0,0 0,00
4 1 44,0 1,0 0,30
4 1 43,0 2,0 0,60
4 1 41,0 4,0 1,20
4 1 39,0 6,0 1,80
4 1 38,5 6,5 1,95
4 1 38,0 7,0 2,10
4 1 37,5 7,5 2,25
4 1 37,0 8,0 2,40
4 1 36,5 8,5 2,55
4 1 36,0 9,0 2,70
4 1 35,5 9,5 2,85
4 1 35,0 10,0 3,00
4 1 32,5 12,5 3,75
4 1 30,0 15,0 4,50
4 1 25,0 20,0 6,00
4 1 20,0 25,0 7,50
4 1 15,0 30,0 9,00
4 1 10,0 35,0 10,50

Tw c4c dit lidu nay, ndng do cla chét cang hoa cén thiét dé giam Ca2 + ty do
Nong dd tir 2,0 mM xubng duéi 0,10 mM duoc xac dinh béng phép noi suy.
Mdt sb chét cang héa dugce dic trung boi cach stir dung thir nghiém ndy, va ndng do

chét cang hoa can thiét dé lam giam nong do cla cac ion canxi tu do tur 2,0 mM
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dén 0,10 mM & do pH bang 8,0 trong 49 mM chét &&m Epps va 80 mM KCl duoc
thé hién trong Bang 12. 2. Do d6, bang nay ciing c6 thd dugc sit dung d& so sanh
kha ning ctia chit cang héa cho viéc gidm ndng d6 ciia cic ion canxi ty do. Bang
12.2

mM Tuong d6i véi

xitrat
xitrat 8,36 1,00
EGTA 2,60 0,33
EDTA 1,90 0,21
HEDP 1,60 0,20
DTPA 1,87 0,24
DTMPA 1,17 0,25
MGDA 2,56 0,33

Vi du 5b - X4c dinh log K

Ngoai ra, cac chét cang héa co thé duoc dic trung boi hing sb lién két cua
c4c tic nhan cang hoa (chit cang hoa) va céc ion canxi. Héng s6 nay co thé duoc
x4c dinh béi ITC (dang nhiét chudn do nhiét lugng) nhu dugc mo ta béi AD
Nielsen, CC Fuglsang and P Westh, Analytical Biochemistry Vol. 314 (2003) page
227-234 and T Wiseman, S Williston, JF Brandts and L-N Lin, Analytical
Biochemistry Vol. 179 (1989) page 131-137. Quy trinh dé x4c dinh log K dugc mo
ta chi tiét & trén trong phan "Chét va phuong phéap". Sir dung phuong phép nay dé
x4ac dinh log K, céc gia tri log K sau cho mot sd chat cang hoa di duge xé4c dinh ¢

d6 pH béng 10 (Bang 12. 3).

Bang 12. 3
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LogK Log K tuong ddi véi log K dbi voi
xitrat |
Xitrat 3 1,00
EGTA 9 3,0
EDTA 8 2,7
HEDP 6 2,0
DTPA 7 2,7
MGDA 2,56 0,33
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Yéu cau bao ho

1. Ché phim tiy rira dang 16ng chira:

a) it nhat 5% trong lugng nudc,

b) it nhét 3% trong luong hé chét hoat dong bé mit chia tir 10 dén 100%
trong lugng cuia hé chét hoat dong bé mat 13 chét hoat dong bé mit anion,

¢) alpha-amylaza co6 it nhit 95% trinh tu twong ddéng véi SEQ ID NO: 1 va
alpha-amylaza nay chira cac phan tir fthé G46A + T471 + G105A + I199F khi st
dung trong SEQ ID NO:1 dé danh sb;

trong do chét téy rira bao gdm thém mot chit cang héa; va trong do chét
cang héa 1a HEDP hodc mot chét cang héa khac c6 kha niang cang hoa béng hodc
cao hon so véi HEDP duéi didu kién dé)ng nhét, trong d6 HEDP hodc mot chét

cang hoa khac c6 mit véi ndng do it nhét 0,25% trong lugng.

2. Chét téy rira dang long theo diém 1, trong d6 hé chit hoat dong bé mat chira tlr 0
dén 85% trong lugng clia hé chét hoat dong bé mit alkylbenzen sulphonat mach
thang (LAS).

3. Chét téy riza dang long theo diém 2, trong d6 hé chit hoat dong bé mit chira tir
10 dén 75% trong luong clia hé chét hoat dong bé mit alkylbenzen sulphonat mach
thing (LAS).

4. Chét tiy rira dang 16ng theo diém 1, trong d6 hé chét hoat dong bé mit chira tir 0

dén 90% trong luong ctia hé chét hoat dong bé mit rugu etesulfat, tdt hon 12 natri

lauryl eter sulfat (SLES).
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5. Chét tiy rtra dang long theo diém bt ky trong s cac diém néu trén, trong d6
chit ndy con chira tir 0 dén 60% trong lugng cta hé chit hoat dong bé mit chat

hoat dong bé mit khong ion.

6. Chét tay rira dang 1dng theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6
chét nay chia tir 5 dén 75% trong lugng clia hé chét hoat dong bé mat alkylbenzen
sulphonat mach thing (LAS), tir 5 dén 90% trong lugng cta hé chét hoat dong bé
mit natri lauryl ete sulfat (SLES) va tir 5 dén 60% trong luong cia hé chit hoat

dong bé mit chét hoat dong bé mit khong ion.

7. Chét tay rira dang 16ng theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, trong do
alpha-amylaza c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 v6i cac phén tir thé sau day:
G46A + T471 + G105A +I199F.

8. Chét ty rira dang long theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong do

chét nay c6 @6 pH it nhét bing 8.

9. Quy trinh giat vai bao gbm viée giit vai voi ché phdm tiy rira dang 16ng theo
diém bt ky trong 36 cac didm tir 1 dén 8, tt hon 14 & nhiét do 40°C hodc thép hon,
hogc tét hon nita 13 & nhiét d6 30°C hodc thip hon hogc tham chi tt hon nita 1a &

nhiét d6 20°C hoc thap hon.
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0,5

0,24

0.0

1.2
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Hinh 1

So d6 d6 pH & 40°C va 0,1mM Canxi
(giam thir nghiém dudng véi tinh bot gao)

1.0+

0,84

0,4+
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