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hop sau tinh sach c¢6 kha ning lam tang chuyén héa xelluloza tinh thé tir gidy loc 1én 44%.



2701

Linh vue kj thuit dwoc dé cap

Giai phép hitu ich d& cap dén trinh ty gen mi héa expansin c6 ngudn gdc
tir vi khudn trong da cd dé va expansin téi t6 hop dugc tao ra bang cong nghé
ADN tai td hop tir ngudn gen nay. Protein nay c6 dd tinh sach cao va cé kha

ning lam ting chuyén héa xenluloza tinh thé cia xenlulaza.
Tinh trang ky thuat cia gidi phap hiru ich

Viét Nam 13 nu6e ndng nghiép véi cic san phdm da dang gdm lGa va cac
cdy hoa mau. Trén thé gidi, Viét Nam duoc xép ding thtr hai vé& san xuét gao.
Do d6, lvong phé phu phim tir néng nghiép dic biét 1a rom ra 1a rat 16n. Theo
béo cdo thdng ké vé& nong nghiép cho thiy san luong lGa ca nam 2015 dat 45,2
triéu tan, ting 240,9 nghin tin so véi nim 2014 (theo gso.gov.vn). Udc tinh
hang nam cé khoang 30 dén 40 triéu tAn rom ra khong st dung gdy lang phi
nghiém trong. Bén canh do, nhiéu dia phuong da ding bién phéap dbt rom ra giy
6 nhidm méi trudng va anh hudng tiéu cuc dén stic khde con ngudi va dén canh
quan thién nhién.

Hién nay c6 rat nhiéu tng dung thyc tién tir rom ra nhu dung rom ra da
qua xit Iy dé 1am co chét cho nuéi trong ndm hay chuyén héa chiing thanh ngudn
dudng cho 1én men san xuét nhidu san pham c6 gia tri kinh t& cao nhu con sinh
hoc, dau sinh hoc nhdm gép phan tang hiéu suit kinh t& ddng thoi bao vé méi
truong (Howard, Abotsi, Jansen, & Howard, 2003). Dtng trude thuc trang ngay
cang can kiét dan v& tai nguyén khoang san, nhién liéu héa thach va yéu cau bao
vé mdi truong dé phat trién bén ving, viéc tan dung sinh khdi thuc vat dang

duge d& cao hon bao gid hét, dic biét & cac nude ndng nghiép nhu Viét Nam.

Phé phu phim néng nghiép c6 thanh phan chinh 13 lignoxenluloza.
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Lignoxenluloza c6 cdu tric vimng chic, dugc tao thanh tir xenluloza,
hemixenluloza, lignin va cac chit khoang. Xenluloza, hemixenluloza c6 nhitng
ving cu trac tinh thé rin chic (ving dinh hinh) va viing v6 dinh hinh va bao
quanh boi chat keo lignin 1am cho lignoxenluloza rat kho duoc chuyén hoa.
Lignin 1a chit d& bi tan ra & nhiét do cao dé boc 16 xenluloza, hemixenluloza.
Tuy nhién, do ciu tric tinh thé phiic tap cia xenluloza va hemixenluloza nén
viée chuyén héa ngudn sinh khéi nay phai can t6i nhidu loai enzym thiy phan.
Céac enzym nay thudc hai nhom 16n 13 xenlulaza va hemixenlulaza. Ngoai hai
nhém enzym trén, viéc thity phén lignoxenluloza con can su phéi th nhiéu loai
protein khdng c6 chic nang xtc tdc nhung c6 tac dung néi long cdu tric ving
tinh thé xenluloza hodc gitip enzym bam chic 1én co chat. Céc loai protein tham
gia thuc ddy hoat tinh xenlulaza, hemixenlulaza dugc khiam pha mét cach tinh
cd, khong c6 quy ludt va do d6 cho dén nay nhém protein ndy van con chira
nhiéu bi mét hap dan cac nha nghién ciru lién tuc tim kiém.

Nam 2003, Foreman va cong sy d& phat hién hai protein CIP1, CIP2 c6
trinh tu twong ddng véi lyaza (Jacobson et al., 2013) va glucuronoylesteraza
CE15 (Pokkuluri ef al., 2011) nhung lai ¢6 hoat tinh chuyén héa xenluloza nhu
xenlulaza (Foreman et al., 2003). Hai protein nay c6 kha ning lam ting chuyén
hoa déng ké lignoxenluloza (Banerjee et al., 2010). Tiép theo do, hang loat cac
nghién ctru khéc cling phat hién ra céc protein nhu swollenin, expansin thuong
c6 & thanh t& bao thuc vat ciing lam ting tbc d6 thiy phan cua cic enzym
chuyén hoéa lignoxenluloza (Gourlay et al., 2013). Trong nhitng nim gan day
mot phat hién duogc cho 1a cudc cdch mang 16n nhét trong viéc tim kiém phuc
hop thiy phén lignoxenluloza la viéc phdt hién ra enzym lytic polysaccarit
monooxygenaza (LPMO). Qua nghién ctru, cac nha khoa hoc da chimg minh
dugc LPMO hoat dong trén bé mit soi xenluloza tinh thé, oxy hoda xenluloza
ving tinh thé d& 1am bung cdu tric, tao diéu kién cho xenlulaza tiép can thiy
phan xenluloza (Harris et al., 2010; Levasseur et al., 2013; Eibinger et al.,

2014).
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Expansin la mt ho protein thuc vat 16n gém 4 ho nho la alpha-expansin,
beta-expansin, protein A gidng expansin (expansin-like A) va protein B gidng
expansin (expansin-like B). Expansin c6 hoat tinh ph4 huy cau trtc thanh té bao
thuc vat va céac polysaccarit nhu xenluloza, hemixenluloza, c6 mét & tAt ca cac
loai thuc vat va mot s6 vi sinh vat nhu vi khuén va nim, giun tron (McQueen-
Mason & Cosgrove, 1994; Cosgrove, 2000; Qin et al, 2004; Sampedro &
Cosgrove, 2005). Cac két qua nghién ciru cho thiy expansin c6 chirc nang lam
ting chuyén hoda xenluloza ctia enzym xenlulaza tr 20% lén t&i 100%
(Georgelis, Nikolaidis, & Cosgrove, 2015). Hoat tinh nay dugc danh gia trén
mdt sb dang co chit nhu lam yéu chu trac gidy loc (McQueen-Mason &
Cosgrove, 1994; Saloheimo et al., 2002), giup xenlulaza tiép can xenluloza va
chuyén héa ching (Cosgrove, 2001). Expansin c6 ngudn gde tir thue vat va ndm
rit khé duoc séan xuit dudi dang protein téi t6 hop (Kim ef al., 2010). Trinh tu
GR2 ma hda cho protein & phin hoa ¢co6 c6 chu trac tuong ddng 25-40% véi
expansin dd dugc nghién ctru c6 kha nang biéu hién tét & E. coli, ¢6 chirc ning
lam ting chuyén hoa xenluloza ctia endoglucanaza tir Trichoderma (Cosgrove &
Takeda, 2007). Hién nay expansin c6 ngudn géc tlr vi khudn bao gom Bacillus
subtilis, Hahella chejuensis 23 (KCTC 96), Dictyostelium discoideum,
Neosartorya fischeri, Aspergillus fumigatus, A. clavatus, A. oryzae, A. terreus,
Penicillium chrysogenum, A. niger, Emericella nidulans, Magnaporthe grisea,
Pyrenophora tritici-repentis, Phaeosphaeria nodorum, Sclerotinia sclerotiorum,
Frankia sp., Streptomyces sviceus, Sorangium cellulosum, Stigmatella
aurantiaca, Plesiocystis pacifica, Myxococcus xanthus, Leptothrix cholodnii,
Roseiflexus  sp., Roseiflexus  castenholzii,  Chloroflexus  aurantiacus,
Herpetosiphon —aurantiacus, Acidovorax avenae subsp, Pectobacterium
atrosepticum, B. licheniformis, Xanthomonas campestris pv. campestris, B.
pumilus, Xanthomonas oryzae pv. oryzae, Ralstonia solanacearum, Clavibacter
michiganensis, Xylella fastidiosa, Nakamurella multipartite, Micromonospora
sp., Catenulispora acidiphila va Dickeya zeae cling dugc nghién ctru cé hoat

tinh twong tu nhu expansin tir thuc vat (Kim er al., 2010). Vi vy, ngudn
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expansin tir vi khuan dugc cac nha khoa hoc quan tdm nghién ctru tao protein tai

t hop cho tmg dung vao thyc tién.

CAu trc phan tir clia expansin gdm hai ving D1 va D2 lién két véi nhau
béi 4 axit amin. Két qua so sanh viing bao thu cho thay, D1 thuong twong dong
v6i dAu N cta xenlulaza, D2 twong doéng véi protein thudc ho protein lién két
hydrat cacbon 63 (carbohydrate binding module 63 - CBM63). Vung D2 c6 vai
trd quan trong trong viéc gitip expansin bam vao thanh té bao, soi xenluloza va
sgi polysaccarit (Georgelis ef al., 2015). Chirc ndng sinh hoc khac cta vang D1
hay ctia toan bd phén tir expansin hién chua dugc lam sang t6 (Georgelis ef al.,

2015).

Trong nhitng nam gan déy, ing dung k¥ thudt metagenomics cho phép
c4c nha khoa hoc sang loc va tim kiém dugc nhiing gen chtic ning méi tir hé vi
sinh vat ma khong c6 kha nang nudi cdy bang phuong phap truyén thdng. Ngudn
gen tir vi sinh vat khéng nudi cdy dugc (chiém 99% trong mdi hé sinh thai) la
ngudn gen quy va chua duoc khai thac. K§ thuat metagenomics dua trén giai
trinh tu toan b6 ADN da hé gen ctia quén x4 vi khun tir mot sd hé sinh thai dién
hinh, ¢6 kha ning chuyén héa nhanh lignoxenluloza nhu vi khudn trong rudt méi
(Do et al., 2014), vi khudn tur phén trau, bo, da co trau, bo, ngua... dd cho phép
khai thic dugc mot s6 luong gen mdéi ma hoda enzym/protein phan cat
lignoxenluloza v6 cung 16n va hét stic phong pht. Da co dé cling nhu da cé cla
nhidu déng vat nhai lai khac 13 méi truong chira nhiéu vi khuan ¢6 kha ning hd
trg chuyén héa nhanh ngudn thic n lignoxenluloza (Lim ef al., 2013). Vi vay
day 13 ngudn gen phong phii cho khai thac expansin tir vi khuén c6 trong da co
deé.
Ban chat k§ thuit ciia giai phap hitu ich

Muc dich cua giai phap hitu ich 13 dé xuét trinh tu gen ma héa expansin
6 kha nang lam ting chuyén héa xenluloza tinh thé cia xenlulaza nhu dugc thé
hién trong SEQ ID NO:1 (con goi la gen exp). Trinh tir gen nay ¢6 ngudn gde tir

vi khuén trong da co dé.
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Theo muc dich khac, giai phép hitu ich d& xuit expansin t4i to hop c6 kha
ning lam ting chuyén hoéa xenluloza tinh thé ctia xenlulaza, ¢6 trinh tir nhu duoc

thé hién trong SEQ ID NO:2, dugc ma hoa tir trinh tu gen exp néu trén.
M6 ta vén tit cdc hinh vé

Hinh 1 thé hién dién di dd expansin dugc biéu hién trong ching E. coli
Rosetta (A) va expansin tai t6 hop dugc tinh ché (B) trén gel polyacrylamit
12,6%, trong d6 cac chit viét tht duogc thé hién trén hinh v& 1a EXP: expansin;
TS: protein tong sd; Tan: protein pha tan; KTan: protein pha khong tan; M:

protein chuén (Fermentas).

Hinh 2 thé hién kha ning ctia expansin tai t6 hop trong viéc chuyén héa
-xenluloza tan va xenluloza tinh thé ctia xenlulaza thuong mai.
M5 ta chi tiét giai phap hiru ich
Theo mot phuong 4n, giai phap hitu ich d& cap dén trinh tw gen ma hoa
expansin c6 kha ning lam tang chuyén héa xenluloza tinh thé cta xenlulaza, c6

trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:1 (con goi la gen exp).

Trinh tu gen ma héa expansin néu trén dugc khai thac tir di liéu giai trinh
tw ADN da hé gen cta cac vi khuén trong da cé dé. D& dugce st dung trong giai
phép hitu ich 1a 10 con dé gdm 5 dé Co, 5 dé Bach Thao sbng chan tha tai cac
vung nui cao ¢ Ninh Binh, Quang Ninh. Mau da co6 cia 10 con dé sau khi thu
thap dugc bao quan lanh va dua vé phong thi nghiém. Mau duge loc nhiu lan
bing vai x0 dé loai bo thirc &n va cdc manh thuc &n, sau d6 dugc ly tim phén
doan dé loai bd céc sinh vat don bao, nadm va thu vi khuén. Vi khuan nay la vi
khuén téng s6 tir miu da co. Sau d6 ADN cua céc vi khuan duoc tach chiét, giai
trinh tur trén hé théng giai trinh ty thé hé mai lllumina 2500 (BGI, Hong Kong).
Téng sb kich thuéc da hé gen giai duge 1a 9 Gb dugc 14p ghép bing cong cu tin
sinh hoc thanh cac doan trinh tu dai (contig). Dya trén céc contig, 164644 khung
doc mo& (open reading frame - ORF) dd dugc phat hién. Chie ndng cia cac
protein m& héa tir cac khung doc mé dd dugc chi giai dua trén co s dir liu

CAZy (Cantarel et al., 2009), KEGG (Kanehisa et al., 2008). Bén canh do,
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ngudn gbc ctia cac ORF ciing dugc ude doan dya vao viée so sanh véi co so dit
liéu NR (non-redundant) cua NCBI két hop v6i phan mém MEGAN 4.6 (Huson
et al., 2007).

Dua trén viée chu giai chic ning cia ORF, tir 164644 ORF, cac tac gia
giai phap hiru ich da tim kiém dugc mot trinh tu c6 mang ving mi héa CBM63
c6 858 nucleotit nhu d4 néu trong SEQ ID NO:1. Phén tich chi tiét khung doc
m& cho thdy 78 nucleotit d4u 5' ma héa cho trinh tu peptit tin hiéu c6 vai trd
trong viéc tiét enzym ra ngoai méi trudng va 777 nucleotit ma héa cho protein.
Trinh tu nucleotit cua gen khong tuong dong véi bat ¢l trinh ty gen ndo trén
NCBL. Trinh tu axit amin suy dién tir gen tuong ddng cao nhat 1a 81% véi
protein gia dinh, tuong ddng 72% véi expansin (SFW30713.1) c6 ngudn gde tir
R. flavefaciens v&i dd bao phu 99%.

Theo mdt phuong an khac, giai phap hitu ich dé cap dén expansin tai t6
hop c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:2, c6 kha nang lam téng chuyén

héa xenluloza tinh thé cta xenlulaza, duoc ma héa tir trinh ty gen exp néu trén.

Phuong phép sinh tong hop expansin téi td hop theo giai phap hitu ich
dugc thuc hién trong t& bao E. coli. Tién hanh chuyén gen cé kich thude 777
nucleotit (khdng chira trinh ty ma héa cho peptit tin hiéu) ma hoéa expansin vao
vecto biéu hién tai vi tri ctia enzym gi6i han Ncol va Xhol. Vecto ding dé mang
gen va chuyén gen exp vao E. coli 12 pET22b(+) (Novagen) dé tao plasmit biéu
hién pET22-exp.

Plasmit t4i t6 hop pET22-exp dugc dua vao té bao chét cua ching biéu
hién E. coli Rosetta 1 bang phuong phap sdc nhiét. Qua trinh biéu hién gen exp
dugc thuc hién nhu sau: chung vi khudn E. coli Rosetta 1 mang gen exp duoc
nudi cdy trong méi trudng LB c6 ampixilin (LBA) ¢ 37°C qua dém. Sau d6 dich
nudi ciy qua dém duoc chuyén sang méi truong TBcb c6 bd sung ampixilin méi
va tiép tuc nuoi cay ldc 200 vong/phtit & 37°C cho dén khi dat gia tri ODgg
khoang 0,6 - 0,8 thi tién hanh cam tmg véi ndng dd IPTG cudi cing 14 0,1 mM.

IPTG c6 mit trong moi trudong s€ di vao trong té bao chét va cam ung ving khéi
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dong T7lac dé khéi dong qua trinh phién ma sinh tdng hop expansin. Té bao
duoc nudi ciy trong méi truong cam Ung trén & 20°C trong 18 gid thi duge thu
lai bang phuong phap ly tdm. Cin té bao dugc hoa lai bang dung méi Tris-HCI
20 mM dé dat gié tri ODggo cudi ciing 1a 10. Dung dich té bao chira protein biéu
hién expansin dugc tién hanh siéu 4m dé thu protein pha tan va pha khong tan.
Protein tai t& hop dugc kiém tra bing phuwong phap dién di trén gel
polyacrylamit 12,6% (Laemmli, 1970). Trén dién di dd, expansin dugc biéu hién
v6i kich thu6e khoang 35 kDa va ton tai cha yéu trong pha tan.

Dung dich protein & pha tan dugc bd sung NaCl dén ndng d6 cudi cling 1a
500 mM va imidazol dén ndng d6 cubi cing 13 50 mM. Dung dich protein nay
sau d6 duoc dwa vao cdt HiTrap da dugc gin Ni**. Do expansin duoc gin 6 axit
amin histidin nén lién két chat véi Ni** duoc gilr lai trén cOt con cac protein
khac khong c6 hodc cé i luc yéu v6i Ni?* s& bi rira troi. Protein tai td hop sau
d6 duogc tach ra khéi cot nhd dém cod néng d6 imidazol cao 500 mM, expansin

c6 d6 tinh sach dat >98% (nhu dwoc danh gid bang QuantityOne).

San phém protein sau khi tinh sach dugc loai mudi bang cot loai mudi
PD10, c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:2. Expansin ti t6 hop
thu duoc dugce bao quan trong dung dich glyxerol 20% & 20-80°C tai Vién Cong
nghé sinh hoc — Vién Han lam Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam.

Vi du thuc hién gidi phap hiru ich

Vi du 1: Biéu hién gen exp trong té bao E. coli Rosetta

Nudi cdy mot khudn lac E. coli Rosetta 1 mang plasmit pET22-exp trong
2 ml méi truong LB (0,5% cao nim men, 1% trypton, 0,5% NaCl) c6 b6 sung
100 pg/ml ampixilin (LBA) lic 200 vong/phit & 37°C qua dém. Chuyén 20 ul
dich nudi cdy qua dém sang 5 ml mdi trudng TBcb (2,4% cao ndm men, 1,2%
pepton, 0,24% D-glucoza, 17 mM KH,PO,4, 72 mM K,HPOy) c6 bd sung 100
pg/ml ampixilin (goi chung 1a méi truong TBcb-Amp), lic tiép trong 2 gio &
37°C cho dén khi ODgy, dat khoang 0,6 — 0,8 thi tién hanh cam ung voi 0,1 mM
IPTG, té bao chuyén sang nuéi ciy & nhiét d6 cam tmg 20°C, lic 200 vong/phut
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trong 18 gid. Té bao sau nudi cdy dugc thu lai bing cach ly tam & 5000
vong/phut trong 5 phut. Can t8 bao dugc hoa lai bang dung méi Tris-HCI 20
mM dé dat ODgq cudi cung béng 10. Dung dich t& bao duoc tién hanh siéu am
lap lai 100-200 lan, mbi 14n phéng séng siéu am trong khoang 0,5 gidy, cach
nhau khoang 0,5 gidy, trong diéu kién nhiét do 4°C. Dich t& bao sau siéu 4m
duge coi la miu protein tong sd. Dich nay duoc ly tim & tdc d6 8000 vong/pht
trong 10 phut dé tach riéng hai pha protein tan va khéng tan. Mau protein téng
s6, protein tan déu dugc bd sung dung dich dém mau 6X (fris 0,375 M, pHS,
glyxerol 60%, SDS 12%, bromophenol blue 0,06%, 2-mecaptoethanol 10%)
theo ty 18 thé tich 5 mAu:1 dém, tron déu, bién tinh & 100°C trong 5 phut. Mau
protein dugc kiém tra bang dién di trén gel polyacrylamit 12,6% (Hinh 1A).
Expansin tai t& hop c¢6 kich thuéc khoing 35 kDa dd dugc biéu hién & pha

protein tan.
Vi du 2: Tinh ché expansin tdi t6 hop bang sdc ky di luc

Dich protein tan dugc bb sung NaCl dén ndng do cubi cung 13 500 mM va
imidazol dén ndng d6 cudi cing 1a 50 mM, sau d6 dua lén cot sic ky 4i luc
HisTrap 5 ml di dugc gén Ni**. Dung dich expansin dugc biéu hién c6 chira
hexahistidin & tn cting dau C c¢6 4i luc cao véi niken trén cdt va dugc giit lai
trén cdt. Cac protein tap khong c6 hodc cé ai luc yéu v6i niken s& bi ddy ra khoi
cot bang dém rira chira natri photphat 20 mM, NaCl 500 mM va imidazol 100
mM. Protein sau d6 dugc thu lai & dung dich dém chtra ndéng d6 imidazol 500
mM. Protein sau khi thu duoc tir cac phan doan dugc dinh lugng béng nano-
drop (Implen 2000C) va kiém tra bang dién di trén gel polyacrylamit 12,6%
(Hinh 1B). Gel dién di sau khi rira sach dugc scan bang may scaner va dua vao

phén mém QuantityOne dé phan tich d6 sach, cho théy c6 do sach dat trén 98%.

Vi du 3: Padnh gia kha ndng cua expansin tdi 16 hop thu dwoc trong viéc

lam tiing chuyén héa xenluloza tinh thé ciia xenlulaza

Thir nghiém danh gia kha ning lam ting chuyén hoéa xenluloza cua

xenlulaza duoc tién hanh dua trén nguyén liéu 13 cacboxymetyl xenluloza (viét
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tt 1a CMC) 1am ngudn co chat xenluloza tan, va gidy loc lam ngudn co chat
xenluloza tinh thé. Céac thir nghiém bao gdm: (1) chi c6 expansin; (2) chi c6
xenlulaza; (3) c6 xenlulaza va c6 expansin. Theo nguyén ly chung, bét ky enzym
hay protein nao phan cit, chuyén hoéa dugc xenluloza déu tao gbc dudng khi.
Ham luong dudng khir gidi phong ra tir xenluloza dugc dinh luong bang axit
3,5-dinitrosalixylic (DNS) va dugc tinh twong duong vdi chét chuan 13 glucoza
(Gusakov, Kondratyeva, & Sinitsyn, 2011). Kha ndng chuyén héa xenluloza ctia
xenlulaza dugc tinh theo don vi hoat tinh. Mot don vi hoat tinh cia xenlulaza 1a
luong enzym cin thiét @& chuyén hoéa xenluloza thanh gbc duong khir khir tuong

duong véi 1 pmol glucoza.

Thir nghiém 1 (0,5 ml) gdm hai 6ng nghiém: bng 1 gdm 10 mg gidy loc,
0,05 ml dém natri xitrat 50 mM, pH 6, 0,3 mg expansin tinh sach va nuéc khu
ion vO trung; éng 2 gém 0,1 mg CMC, 0,05 ml dém natri xitrat 50 mM, pH 6,
0,3 mg expansin tinh sach va nudc khir ion v6 trung. Thir nghiém 2 (0,5 ml)
gbm 2 dng nghiém: 6ng 1 gdbm 10 mg gidy loc, 0,05 ml dém natri xitrat 50 mM,
pH 6, 0,025 U xenlulaza thuong mai (Sigma) va nudc khir ion vo trung; éng 2
gc‘“)m 0,1 mg CMC, 0,05 ml dém natri xitrat 50 mM, pH 6, 0,025 U xenlulaza
thuong mai (Sigma) va nudc khtr ion v6 trung. Thir nghiém 3 gbm 2 bng
nghiém: dng 1 gdm 10 mg gidy loc, 0,05 ml dém natri xitrat 50 mM, pH 6, 0,3
mg expansin tinh sach, 0,025 U xenlulaza thuong mai (Sigma) va nudc khir ion
vO trung; 6ng 2 gém 0,1 mg CMC, 0,05 ml dém natri xitrat 50 mM, pH 6, 0,3
mg expansin tinh sach, 0,025 U xenlulaza thuong mai (Sigma) va nuéc khir ion
v6 tring. Ca ba thir nghiém déu duoc i & 50°C trong 90 phut dé thuc hién phan
tng. Phéan tmg duoc dimg bang cach bb sung 0,5 ml dung dich DNS va nhiing
toan bd cac dng nghiém vao nudc dang s6i va tiép tuc dun sdi trong 5 phit. Mau
sau phan tng duoc do & budc séng 540 nm. Mdi thir nghiém dugc lam 13p lai 3
14n. Kha ning chuyén hoéa xenluloza ciia cac thir nghiém dugc tinh bang luong
glucoza duogc tao thanh va duoc thé hién trén Hinh 2. Trong thtr nghiém 1, khi
khong c6 xenlulaza, expansin hau nhu khéng c6 kha ning chuyén hoéa xenluloza,

thé hién 13 lugng dudng khir dugc tao ra rat thip (dudi 0,03 U/ml) va sai s6 cao.
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Trong thir nghiém 2, khi c6 xenlulaza nhung khong cé expansin, trén co chét tan
CMC, hoat tinh xenlulaza dat 0,5 U/ml va, trén co chét giéy loc, hoat tinh
xenlulaza dat 0,2 U/ml. Trong thir nghiém 3, khi bd sung thém expansin vao
cung xenlulaza, trong dung dich c6 CMC, hoat tinh xenlulaza khong tang, gitt
nguyén nhu khéng cé expansin (0,5 U/ml). Ciing trong thir nghiém nay, trong
dung dich c6 co chit xenluloza tinh thé (cu thé 1a gidy loc), hoat tinh xenlulaza
dat 0,48 U/ml. Nhu vy, kha nang chuyén héa xenluloza tinh thé cua xenlulaza
d3 ting 1én hon 2 1An. Pidu d6 chimg t6 v6i co chét tan, xenlulaza cé thé tiép can
va thiy phén t6i da co chat dé tao gbc duong khir nhung véi co chét gidy loc,
cAu tric xenluloza c6 phén xenluloza tinh thé da ngin can xenlulaza tiép can dé
chuyén héa. Expansin d l1am néi 16ng chu tric xenluloza tinh thé, gitip enzym
xenlulaza tiép can chuyén héa t6t hon, do d6 1am ting qu4 trinh chuyén héa gidy

loc cia xenlulaza.
Hiéu qua dat dwoc clia gidi phap hitu ich

Giéi phép hitu ich nhim thu dugc trinh ty gen ma héa expansin tir cac vi
khuén trong da cé dé va d& tao ra expansin tai t6 hop tir gen nay. Expansin téi tb

hop thu dugc c6 kha ning lam tang chuyén héa xenluloza tinh thé cua xenlulaza.
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YEU CAU BAO HO

l. Trinh ty gen ma hda expansin c6 kha ning lam tidng chuyén hoéa xenluloza
tinh thé cta xenlulaza, trong d6 trinh tu gen nay c6 ngudn gbc tir vi khuan trong
da c6 dé, c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO:1.

2. Expansin tai t6 hop c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:2, trong
do protein nay duoc méa hoa bdi trinh tu gen néu trong diém 1 c6 kha nang lam

ting chuyén hoa xenluloza tinh thé cua xenlulaza.

-16-



2701

DANH MUC TRINH TU
<110> Vién Cong nghé sinh hoc-Vién Han lara Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam

<120> Trinh tu gen mi héa expansin c¢ ngudn gde tir vi khuén trong da co dé va expansin tai t6 hop c6 kha

nang l1am ting chuyén héa xenluloza tinh thé ciia xenlulaza

<160> 2

<210> 1

<211> 858

<212> ADN

<213> Vikhuin trong da c6 dé
<400> 1

1 ATGATACGCAGGATTTTTACTGCAATGACTGCCTGTGCAGCTGCGATGACAATACTGCTT 60
61 ATGCCGTCCGCGAACGCTGCCGATCCTATGGACTATGTCCCGGACGGCAGGATARACTGC 120
121 TTCGACGTTATAGCAGCCCGCAGGAAGGGCGTTCCGGCAGAGGAGCTGAAAGCCCTCACG 180
181 GACCATATCCTCGGCAGGGGAAAGTACGACGGCGATTACACCGTTGATGAGGAGCTTATC 240
241 CTCGAACCCAAGGGCACTGTCCACACCGGCGAGGGAACGTTCTACGGCGGAGGCTATGTC 300
301 GGAGGCTGTGCGATGCTCGATCCGGTACCTATGAATTACTGGATAGTTGCGATGAACCTC 360
361 GCTGACTATAACGAGGGACAGCTCGCAGGAGCCTACATAGAAGTCACAGGCGAGCTCGGC 420
421 ACTATTAATATGTACGTTACGGACCTTCTGCCGGAGGGCAAGAAGGGTGACCTCGATCTC 480
481 TTCACTGACGCTTTTCCGCTGATAGCTCCCGTTGAAAAGGGCAGAGTTCCGGTGAGCTGG 540
541 AGGATAATCCCGATGGATACCGCAGACCACCTGCCCGTGTACTACAAGTACAAGGAGGGA 600
601 ACGTCCGACTTCTGGATGGGAGTTCAGGTGCGCAACCACCGCTATCCTATAACCAAGCTC 660
661 GAATACCTCAACGAGGACGGCGGCTGGACCGAGATAAAGCGCCGCAGATACAACTATTTC 720
721 GAGGCGTCGGCTATGGGACCGGGACCGTTTACCTTCCGCATCACGGACATCTACGGTCAG 780
781 CAGATAATCGACAGGGATATCCCCCTGTCATATGACGACACTGAGATAATCAGAGGCAAT 840
841 GTACAGTTTCCGGAGTAA 858 .

<210> 2

<211> 259

<212> axit amin

<213> Trinh tu suy dién tir gen
<400> 1

1 AlaAspProMetAspTyrValProAspGlyArglleAsnCysPheAspValIleAlaAla 20
21 ArgArglysGlyValProAlaGluGluLeulLysAlaLeuThrAspHisIleLeuGlyArg 40
41 GlyLysTyrAspGlyAspTyrThrValAspGluGluLeuIleLeuGluProLysGlyThr 60
61 ValHisThrGlyGluGlyThrPheTyrGlyGlyGlyTyrValGlyGlyCysAlaMetLeu 80
81 AspProValProMetAsnTyrTrpIlleValAlaMetAsnLeuAlaAspTyrAsnGluGly 100
101 GlnLeuAlaGlyAlaTyrIleGluValThrGlyGluLeuGlyThrIleAsnMetTyrVal 120
121 ThrAspLeuLeuProGluGlyLysLysGlyAspLeuAspLeuPheThrAspAlaPhePro 140
141 LeulIleAlaProValGluLysGlyArgValProValSerTrpArgIleIleProMetAsp 160
161 ThrAlaAspHisLeuProValTyrTyrLysTyrLysGluGlyThrSerAspPheTrpMet 180
181 GlyValGlnValArgAsnHisArgTyrProIleThrLysLeuGluTyrLeuAsnGluAsp 200
201 GlyGlyTrpThrGluIleLysArgArgArgTyrAsnTyrPheGluAlaSerAlaMetGly 220
221 ProGlyProPheThrPheArgIleThrAspIleTyrGlyGlnGlnIleIleAspArgAsp 240
241 TleProlLeuSerTyrAspAspThrGlulIleIleArgGlyAsnValGlnPheProGlu 259
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TS Tan Ktan

Hinh 1

wemMc
B Gidy loc

U/ mL

Expansin Kenlulaza Expansin +
¥enlulaza

Hinh 2
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