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Linh vuc k§ thuit dwoe dé cap

Giai phap thudc linh vuc cdng nghé sinh hoc va cong nghé vi sinh. Cu thé giai
phép hitu ich dé cép dén quy trinh sén xuét polysacaropeptit tir nidm Van chi (Trametes
versicolor). Quy trinh theo giai phép hitu ich cho phép thu nhin bot polysacaropeptit co
hoat tinh chdng oxy hoé va khang céc té bao ung thu thich hop dé phat trién thuc phdm

chtrc nang hodc dugce phém hd trg diéu tri bénh ung thu.
Tinh trang ky thuat cta gidi phap hitu ich

N4m Van chi c6 tén khoa hoc 13 Trameter versicolor hoic Coriolus versicolor 1a
mot loai duoc liu quy dd dugce st dung lau trong dugc truyén théng nhiéu nuéc trén thé
gigi. Céac hoat chdt ctia nAm Van chi cha yéu bao gdm polysacaropeptit (PSP),

polysacarit krestin (PSK) véi tén goi chung la polysacaropeptit.

Polysacaropeptit (PSP) va polysacarit krestin (PSK) dugc xép vao nhém cac hoat
chit c6 kha ning giy dap tng sinh hoc qua d6 ting cuong hé mién dich va trc ché cac
té bao ung thu. Tac dung ctia PSP va PSK dugc biét dén théng qua ba co ché chinh: (i)
cdi thién kha ndang mién dich ciia vt chii bc%ng cdch trc ché san xudt hodc vé hiéu hod
cde chét ke ché mién dich; (ii) kich hoat cdc 16 bdo mién dich nh té boo lympho, tdc
dong truc tiép hodc diéu hoa viéc tao ra cdc cytokinase khdc nhau; (iii) va tdc déng triec
tiép 1én té bao ung thw. Ngoai ra céc polysacaropeptit tir nim Vén chi con thé hién hoat

tinh khang khuén va chdng oxy hod.

D3 c6 nhidu nghién ctru phat trién ndm Van chi, trong d6 cac k¥ thuat nudi trong
chu yéu 12 thu sinh khdi dang qua thé trén co chit rdn hodc sinh khéi dang soi trén moi
trrdng co chit rin. Vi hai k¥ thuat nay thuong mét nhidu thoi gian dé thu dugc hé soi
va qua thé ndm. D& giai quyét van dé nay, viéc nudi tréng trén moi trudng 16ng da duoc
phat trién, tuy nhién k¥ thuat ndy vin con nhiéu van dé va chua duogc toi wu nén khéd
phat trién dé thu dwgc san phim.

K§ thuat nuéi trong ndm Van chi dé thu qua thé 13 k§ thuét truyén thdng duogc ap
dung rong rai ddi véi ndm 16n néi chung. Theo k¥ thuat nay, ndm Van chi dugc nhan tir
dang soi va tr(‘A)ng vao cac moi trudng chira cac co chét rén, thuong str dung nhu mun

cua, triu, rom, cdm, c6 bo sung thém céc thanh phan dinh dudng. Thoi gian nubi trong
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kéo dai, thudng tir 3 dén 4 thang, trong do thoi gian phét trién hé soi 12 tir 21 dén 30
ngdy, va thoi gian phat trién qua thé tir 2 dén 3 thang. Ndm Van chi dang qua thé ¢
thanh té bao dugc gb hoa nén twong dbi clng, gdy kho khan so v6i qla trinh nghién va

trich ly, do vAy hiéu sudt trich ly hoat chét tir sinh khéi qua thé thudng thap.

K§ thut nudi nAm Van chi thu hé soi sinh khdi trén cac ngudn co chét ran nhu gao
hat da dugc phat trién thay vi thu qua thé. Sau khi hé sgi moc pht kin co chét, toan bd
hé soi va co chét duoc séy kho, nghién min va st dung truc tiép. Mot s6 cong trinh
nghién ctru sir dung cic bot nay a8 trich ly polysacarit tong sd. Khong c6 thong tin vé
ham lugng polysacarit chinh xac tir soi nim va thanh phan hoat tinh ciia chiing, chi ¢6
ham lrong polysacarit téng clia sgi nim va hat gao, trong khi ham luong polysacarit tir
nim rét 16n bao gdm dang hoat tinh va khong hoat tinh, va polysacarit tir gao co khong
c6 hoat tinh sinh hoc. Thoi gian thu san phém theo k¥ thuit nudi hé soi trén gia thé rén

dao dong tir 20 dén 25 ngay, twong ddi rat ngén so véi k¥ thuat nudi trdng thu qua thé.

Maic du vay, thoi gian nudi trbng ndm Van chi trén gid thé rdn van rat dai, thuong
mét 1 thang va hiéu suét thu nhan sinh khdi ndm thip. Can c6 mét quy trinh nudi trong
nim Van chi dé thu polysacaropeptit hiéu qua, rat ngin thoi gian, giam chi phi va ting
hiéu suét tbng hop polysacaropeptit.

Ban chit k§y thut ciia giai phap hiru ich

Giai phap hitu ich nhim giai quyét cic van d& néu trén, theo d6 giai phap hiru ich
dé cap t6i quy trinh sin xut polysacaropeptit tir nidm Van chi bang k¥ thuat 1én men
chim nhim giam thoi gian 16n men va thu hdi don gian polysacaropeptit tir sinh khéi soi
nim. Quy trinh san xuit polysacaropeptit tlr nim Vén chi theo giai phap hiru ich bao
gdm céc buéc:

a) Hoat hoa chung giéng gbc bang cach thu nhan ching gidng gbc nAm Van chi
Trametes versicolor BRG04 dugc Iuu giit tai Vién Cong nghé Sinh hoc — Cong nghé
Thuc phém, Truong Pai hoc Bach khoa Ha Noi, s6 01 Pai Cb Viét, quan Hai Ba
Trung, thanh phd Ha Nbi véi sb luu gitt BRG04, sau d6 ciy 1én mdi truong PDA va
nudi cdy & 25°C trong thoi gian tir 6 dén 7 ngdy dé hoat héa ching gidng goc;

b) Nhan gidng san xuit bang cach chuyén ching gidng gbc vao moi trudng lén

men 16ng TaK, nudi cdy trong didu kién nhiét d6 25°C, téc d6 khudy 120 vong/phut
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trong thoi gian 6 ngay, sau khi thu sinh khdi, tién hanh xay nho sinh khéi véi 3 chu ky,

mdi chu ky 30 gidy, thu dugc giéng san xuét;

¢) Lén men téng hop sinh khéi chira polysacaropeptit bing cach chuyén gidéng san
xuét vao méi truong 1én men di duge khir tring chira 69 g/1 dextrin, 6 g/l pepton 6 g/
1g/l KH,PO, va 0,5 g/l MgSO,. Tiép d6 1én men 7 ngay & nhiét d 25°C, téc do khudy
tir 100-150 vong/phut trong diéu kién suc khi;

d) Thu hdi polysacaropeptit bang cach thu sinh khdi soi nim, sau d6 tién hanh chiét
v6i nuéce theo ty 18 sinh khdi/nude 1/30 (trong lwgng/thé tich) trong thiét bi chiét kin &
nhiét d6 121°C, thoi gian chiét 30 phit. Ly tAm tach sinh khéi & téc do ly tim 10.000
vong/phut trong 15 phut, thu phan dich va c6 dic bang mang kich ¢& 10kDa v6i ap suét
bom khoang 100 kPa rdi phdi tron véi 2% maltodextrin (khéi lwong/thé tich), sau khi
sdy phun & nhiét do dAu phun 120°C, nhiét d9 ra 70°C, ap suét -5kPa thu dugc san phim
polysacaropeptit & dang bot.

Theo mot phuong 4n cu thé, trong d6 lugng khong khi duge suc trong qué trinh
16n men 14 tir 0,2 dén 1 theo thé tich méi trudng 1én men.
MB& ta vin tit hinh vé

Hinh 1: So @b thé hién quy trinh san xuét bot polysacaropeptit tir nim Vén chi sir
dung phuong phap 1én men 1dng.

Hinh 2 13 anh chup ching ndm Vén chi Trametes versicolor BRG04 phit trién trén
mdi trudng PDA cho thiy khuin lac ndm soi mau tring.

Hinh 3: Biéu d thé hién dong thai qua trinh 1én men (su thay doi ciia pO,, ham
lwong sinh khéi ndm, ham lwong PSP va PSK qua c4c ngdy) trong thiét bi 1én men.
MO ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau déy, giai phap hitu ich s& md ta chi tiét cac phuong 4n thuc hién cu thé, tuy
nhién, cac phuong 4n nay chi nhdm muc dich 1am 13 ban chit cia giai phép hitu ich chir
khong nhim muc dich giéi han pham vi yéu cdu bao ho cia giai phap hiru ich.

Chiing ndm Vén chi Trametes versicolor BRG04 dugc sit dung theo giai phap hiru
ich dugc cung cép bdi Vién Cong nghé Sinh hoc — Cong nghé Thuc phém, Trudng Pai
hoc Bach khoa Ha Nbi. Chiing giéng gbc dugc luu giit tai Vién Cong nghé Sinh hoc —
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Céng nghé Thuc phim, Truong Pai hoc Bach khoa Ha Nbi, sb 01 Pai Cd Viét, quan
Hai Ba Trung, thanh phé Ha Nbi trén mdi trudng hat théc véi sb luu giit BRGO4.

Quy trinh sén xut polysacaropeptit tir nim Vén chi theo giai phap hitu ich bao
gdm cac budc: a) hoat héa chiing gidng gbc; b) nhan gidng san xut; ¢) 1én men téng

hop sinh khdi va polysacaropeptit; va d) thu hdi polysacaropeptit.

Trong budc hoat héa ching gidng gbc, chung giéng gdc ndm Van chi Trametes
versicolor BRG04 dugc sir dung 1 ching gidng gdc ndm Vén chi duge luu gitt tai Vién
Cong nghé Sinh hoc — Cong nghé Thuc phém, Truong Pai hoc Bach khoa Ha Ndi,
s6 01 Pai Cb Viét, quan Hai Ba Trung, thanh phé Ha Noi véi sb luu gitt BRG04.
Chung nay dugc Ivu giit & nhiét d6 4°C trén moi truong gia thé 14 hat thoc. Ching nim
Van chi Trametes versicolor BRG04 theo giai phap hitu ich c6 trinh tu ITS dugc néu
trong SEQ ID NO.1 va cho thdy c¢6 hiéu suét sinh tbng hop PSP t6i 38 mg/g sinh khéi
kho va PSK 13 mg/g sinh khdi kho. Ching ndm Van chi Trametes versicolor BRG04
theo giai phap hiru ich dugc phan lép tir chung nim moc trén than g 14y tai xa Truc
Thanh, huyén Tryc Ninh, tinh Nam Dinh. Chung giéng géc duoc céy 1én moi trudng
PDA va nudi cdy & 25°C trong thoi gian tir 6 dén 7 ngay dé hoat hoa chiing.

Mbi trudng PDA 13 méi trudng nudi ciy chuén, bao gdm dich chiét khoai tay 200

ml/L, dudng dextrose 20 g/L va agar 20 g/L.

Trong budc nhan giéng san xudt, tién hanh chuyén ching gidng gbc da dugc hoat
hoa vao méi trudng 1én men 16ng TaK va nudi cdy trong diéu kién nhiét d6 25°C. Trong
qué trinh 1én men, tién hanh khudy véi toc do khudy 120 vong/phiit trong thoi gian 6
ngdy. Sau khi thu sinh khi, tién hanh xay nhé sinh khéi v6i 3 chu ky, mdi chu ky 30

gidly, thu duoc giéng san xuat.

Méi trudng TaK bao gém glucose 10 g/L, dich chiét malt 10 g/L, dich chiét ndm
men 2 g/L, pepton 2 g/L, KH,PO, 2 g/L., MgSO, 1 g/L, asparagin 1 g/L, biotin 0,1 mg/L.

Trong budc 1én men tdng hop polysacaropeptit, tién hanh chuyén gidng san xuét
vao méi trudng 1én men di duge khir tring. Mdi truong 1én men 16ng ndm Van chi
Trametes versicolor BRG04 dugc sir dung chira 69 g/l dextrin, 6 g/l pepton 6 g/l 1g/1
KH,PO, va 0,5 g/l MgSO,. Tiép d6, 1én men 7 ngay & nhiét d6 25°C, téc do khudy tir
100 dén 150 vong/phiit trong diéu kién suc khi.
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Theo mot phuong 4n cu thé, trong d6 lugng khong khi duge suc trong qua trinh

1én men 13 tir 0,2 dén 1 theo thé tich méi trudng 1én men.

Trong budc thu hdi polysacaropeptit, tién hanh loc thu sinh khéi soi ndm, sau d6
tién hanh chiét v&i nude theo ty 18 sinh khdi/nuée khoang 1/30 (trong lugng/thé tich)
trong thiét bj chiét kin & nhiét d6 121°C. Thoi gian chiét 30 phit d& chiét kiét cac thanh
phin polysacaropeptit c6 trong hé s¢i. Sau d6 ly tim tach sinh khéi & toc do ly tAm
10.000 vong/phit trong 15 phiit. Phin ba dugc bd dé thu phan dich. Tién hanh cb dic
bing mang kich c& 10kDa véi ap sudt bom khoang 100 kPa. Tiép d6 rdi phdi tron voi
2% maltodextrin (khdi lwong/thé tich) rdi sdy phun. Diéu kién siy phun dugc thuc hién
& nhiét do diu phun 120°C, nhiét d6 ra 70°C, ap suét -5kPa. Sau khi sy, thu dugc san
phim polysacaropeptit & dang bot.

Vi du thuc hién giai phap hitu ich
Vi du I1: Lén men sinh tong hop polysacaropeptit tie ném Vin chi

Pé thtr nghiém, ching giéng Van chi Trametes versicolor BRG04 dugc cung cip
bdi Vién Coéng nghé Sinh hoc — Cong nghé Thuc phém, Truong Pai hoc Bach khoa
Ha Noi, sb 01 bai Cb Viét, quan Hai Ba Trung, thanh phé Ha Noi véi sb luu giit
BRGO4 trén gia thé hat thoc.

Chuén bi mbi trudng PDA bao gdm dich chiét khoai tdy 200 ml/L, dudng dextrose
20 g/L va agar 20 g/L, sau khi thanh tring bang nbi hap, dé ngudi, thu dwgc mdi truong
nhan giéng. C4y ching giéng gc va nubi cdy & 25°C trong thoi gian 6 ngiy dé hoat hoa
ching giéng géc. Sau khi hoat héa, hé sgi ctia ching giéng géc moc kin bé mit moi

truong nudi cdy, nhu thé hién trén Hinh 2.

Chuén bj binh tam giac 250 mL chira 100 mL mdi trudng TaK bao gdm glucose
10 g/L, dich chiét malt 10 g/L, dich chiét nAm men 2 g/L, pepton 2 g/L, KH,PO, 2 g/L,
MgSO, 1 g/L, asparagin 1 g/L, biotin 0,1 mg/L. Moi trutémg dugc tiét tring va dé ngudi
tru6e khi nhan giéng.

Cdy ching gidng sau khi d4 hoat héa chuyén vao méi truong TaK va nudi cdy
trong diéu kién nhiét do 25°C. Trong qua trinh nudi, tién hanh lic véi tbe @ 120
vong/phiit trong thdi gian 6 ngay. Sau khi thu sinh khéi, tién hanh xay nhé sinh khéi véi
3 chu ky, mdi chu ky 30 gidy, thu duoc giéng san xuét.
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LAy 1 lit mdi truong 1én men gdm dextrin 69 g/L, pepton 6 g/L, KH,PO, 1 g/L,
MgSO, 0,5 g/LL da dugec ti€t truing va dua vao thiét bi 1én men 2L, pH cua dich duogc
chinh v& 7 bang NaOH hoic HCI1 1N. Ciy 2g sinh khdi nAm Van chi da dugc xay & trén
vao méi trudng 1én men. Tién hanh 1én men trong 7 ngly véi tbc d6 khudy 100

vong/phut, suc khi 1 lit/phut, st dung chét phé bot gian doan khi xuét hién bot.

Sau khi 1én men loc thu sinh khdi soi nam, sau d6 tién hanh chiét véi nuée theo ty
1 sinh khdi/nudc khoang 1/30 (trong lwong/thé tich) trong thiét bi chiét kin & nhiét do
121°C. Thoi gian chiét 30 phut dé chiét kiét cac thanh phén polysacaropeptit c6 trong
hé sgi. Sau d6 ly tAm tach sinh khdi & téc do ly tAm 10.000 vong/phut trong 15 phit.
Phén b3 dugc bo dé thu phin dich. Tién hanh c6 dic bing mang kich ¢& 10kDa véi ap
suat bom khoang 100 kPa. Tiép d6 rdi phdi tron véi 2% maltodextrin (khdi lugng/thé
tich) rdi siy phun. Diéu kién sdy phun duoc thyc hién & nhiét d9 dau phun 120°C, nhiét
d6 ra 70°C, 4p suét -5kPa. Sau khi sy, thu duoc san phdm polysacaropeptit & dang bot.

Vi du 2. Xdc dinh ham lwong polysacaropeptit

Dé x4c dinh ham lugng PSP thu dugce tir sinh khéi ném, trong qua trinh nuoi cly
tir Vi du 1, tién hanh thu hdi sinh khdi 1én men theo thoi gian x4c dinh, siy kho va chiét
san phém, Kkét tia san phém v&i cdn 96°, ti 18 dich chiét/con 1a V4. Két tia duoc thu hdi

bang ly tAm ( 8.000 g, 30 phut, 4°C), hoa tan trong nudc ct dé xac dinh ham hrong PSP.

Pé xac dinh ham Iugng PSK thu dugc tir sinh khéi nim, trong qua trinh nudi ciy
tir Vi du 1, tién hanh thu hdi sinh khdi 1én men theo thoi gian xé4c dinh, séy khé va chiét,
két tiia v6i amoni sulfat ndng d6 70% bao hoa. Két tia duge thu hdi biang ly tAm ( 8.000

g, 30 phut, 4°C), hoa tan trong nudc cit. Loai mubi dich bang mang 30 kDa.

Ham lugng polysaccarit trong PSP, PSK dugc x4c dinh truc tiép bing phuong phép
x4c dinh ham lugng carbohydrate Phenol-Sulfuric. Qué trinh dugc thuc hi€én nhu sau:
Hut 50 ul mau vao dng eppendoft, tiép d6 bd sung 150 pl axit H,SO, 98% va 30 pl
phenol 5% rdi dao tron manh trong 30 gidy. D& phan ng xay ra & nhiét do tir 95 dén
100 °C trong 5 phut va do mau & budc séng 490 nm dé xac dinh ham lwong polysacarit.

Ham Iugng protein trong dich mau dugc dinh lwong truc tiép bing phuong phap
Bradford. Qud trinh duogc thuc hién nhu sau: Hat vao mdi 6ng eppendoft 160 pul dich
can phén tich va bd sung 40 pl thudc thir Bradford rdi dé phén Ung trong 5 phtit & nhiét

o phong. Tién hanh do mau & budce séng 595 nm dé x4c dinh ham luong protein.
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Két qua phan tich dugc thé hién trén Hinh 3.
Vi du 3: Thir nghiém kha ndng khdng té bao ung thu

Dé d4nh gia kha ning khang dong té bao khéi u ciia san phim polysacaropeptit
thu duge tir Vi du 1, tién hanh thir nghiém hoat tinh khang té bao ung thu d6i véi cac
dong té bao MCF-7 (TB ung thu vi), A549 (té bao ung thu phdi), Hela (té bao ung thu
cb tir cung) theo phuong phap MTT.

Té bao dugc nudi cdy & 37°C, 48 gid, 5% CO, trong moi trudng DMEM
(Dullbecco’s Modified Eagle Medium), EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium,
Sigma-Aldrich, USA) hodc RPMI 1640 (Thermofisher, Waltham, CHLB D1rc) ¢6 bd
sung L-glutamine 2mM, khang sinh (Penicillin + Streptomycin sulfate) va huyét thanh
bé 5-10%.

Dich 100ul t& bao dugc nhé 18n phién vi luong 96 giéng (1,5 x 10° t& bao/giéng)
duoc i (37°C, 72 gid) v6i 50 pl chit chudn Paclitaxel (5uM) (mau ddi chimg dwong) va
mau thi nghiém 50 pl mAu thir (pha bing RPMI 1640) & ndng d6 100mg/ml, mdi miu
lap lai 3 14n. Té bao sau d6 dugc nhudm véi 0.15mg (30 pl ciia 5g/1) chat nhuom
tetrazolium (MTT, Sigma-Aldrich) @ 4 gi, 37°C. Khi thay san phim chuyén dang tinh
thé formazan duoc hoa tan véi 100 pl dimetyl sulfoxit (DMSO, Sigma-Aldrich) trong
10 phut. Do mét d quang & budc séng 540nm. Mau d6i chimg khong st dung ché pham
theo giai phép hiru ich.

Theo phuong phap MTT, enzym oxidoreductaza phu thuéc NAD (P)H cua té bao
¢6 thé phan 4nh twong quan s lwong cac té bao dang phat trién. Enzym nay xtc tic
phan tmg khtr thudc nhudm tetrazolium MTT 3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromit thanh dang formazan khong hoa tan, ¢6 mau tim.

Kha ning trc ché sy tang sinh té bao ung thu & ndng d6 nhat dinh ciia chit thi tinh
theo % so v6i ddi chimg 4m theo cong thirc:

Ty 1€ tic ché té bao (%) = [1- (OD mAu /OD dbi chimg (-))x 100%

Céc mau c6 biéu hién hoat tinh (% trc ché > 50%) dwgc x4c dinh IC50 (pg/ml) 1a
ndng d6 cia mau thir ma tai d6 e ché 50% té bao ung thu, st dung dung phin mém

TableCurve AISN Sofware (Jandel Scientific, USA). Két qua dwgc thé hién trong bang

bén dudi.
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Bang 1. Két qua thir nghiém kha ning khang té bao ung thu

Dong té bao MCF7 A549 Hela
IC50 (ng/ml) 22,27 27,17 43,59

Két qua cho thdy, mAu san phim polysacaropeptit thu dwgc tir Vi du 1 cho thy
hoat tinh khéng khéi u vuot trdi, thé hién kha nang rc ché su phat trién cia khdi u véi

cac dong té bao MCF7, A549 va Hela thir nghiém.
Hi¢u qua dat dwgc cia gidi phap hitu ich

Quy trinh theo giai phép hitu ich cho phép san xuét polysacaropeptit tir nAm Van
chi Trametes versicolor BRG04 béng k¥ thuat 1én men 16ng thu hé sgi. Quy trinh theo
giai phép hitu ich cho phép rut ngin thoi gian 1én men, nhung vin dam bao duoc hiéu

suét va kha ning tich tu polysacarit hoat tinh tir nim Van chi.

Bing cach st dung ndm Vén chi Trametes versicolor BRG04 c6 kha ning sinh
téng hop polysacaropeptit két hop 1én men 1éng cho higu sudt thu hdi sinh khéi va
polysacarit dii d c6 kha ning phat trién dugce ngudn dugc chit phuc vu cho phit trién
nganh dugc phdm, mé ra kha ning tiép can thude hd trg didu tri bénh ung thu trén co s&

hoat chét sinh hoc.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Quy trinh sén xuét polysacaropeptit tir nAm Van chi, trong d6 quy trinh ndy bao gdm

cac budc:

a) hoat hoa chung giéng gbc biang cach thu nhan chiing gidng gbc ndm Van chi Trametes
versicolor BRG04 dugc luu giit tai Vién Céng nghé Sinh hoc — Cong nghé Thuc phém,
Truong Pai hoc Bach khoa Ha Ndi, s6 01 Pai Cd Viét, quén Hai Ba Trung, thanh
phd Ha N6i v6i s6 Iuu gitt BRG04, sau d6 cdy 1én méi trudng PDA va nudi cdy & 25°C
trong thoi gian tir 6 dén 7 ngay dé hoat hoa chung gidng gbc;

b) nhén gidng san xuit bang cach chuyén chiing gidng gbc vao méi trudng 1én men 16ng
TaK, nudi ciy trong didu kién nhiét do 25°C, tbc d6 khudy 120 vong/phit trong thoi
gian 6 ngay, sau khi thu sinh khéi, tién hanh xay nhé sinh khdi v6i 3 chu ky, mdi chu
ky 30 gidy, thu dugc gidng san xudt;

¢) 1én men téng hop polysacaropeptit bang cach chuyén gibng san xuit vao mdi trudng
1én men da duoc khir tring chira 69 g/1 dextrin, 6 g/l pepton 6 g/l 1g/1 KH,PO, va 0,5
g/l MgSO,, tiép d6 1én men 7 ngay & nhiét d6 25°C, tbc do khudy tir 100-150 vong/phit

trong di€u kién suc khi; va

d) thu hdi polysacaropeptit bang cach loc thu sinh khéi soi ndm, sau d6 tién hanh chiét
v6i nude theo ty 18 sinh khéi/nude khoang 1/30 (trong lugng/thé tich) trong thiét bi chiét
kin & nhiét d6 121°C, thoi gian chiét 30 phit, sau d6 ly tAm tach sinh khéi & tdc do ly
tAm 1000 vong/phut trong 15 phut, thu phan dich va cb dic bang mang kich ¢& 10kDa
v6i 4p sut bom khoang 100 kPa rdi phéi trén véi 2% maltodextrin (khdi lwgng/thé tich),
sau khi sdy phun & nhiét 6 dau phun 120°C, nhiét do ra 70°C, 4p suit 5 kPa thu duoc

san phim polysacaropeptit & dang bot.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 lugng khong khi dugc suc trong qua trinh 1én men 13

tir 0,2 dén 1 theo thé tich méi trudng 1én men.

-10-



<110>

<120>

<130>
<160> 1
<170>

<210> 1
583
ADN:

I8

<220>
<400> 1
ACGAGTTGTA
GCACTTACTG
TACARACACT
AGCAACGGAT
TGRATTGCAG
‘CCGAGGAGCA
TAAGCTTGGA
TNNATTCCGA
TTGGCCAAGC
AGANCNCCCC

GCTGGCCTTT
TAGGTTGGCG
TTAARGTATC
CTCTTEGCTC
AATTCAGTGA
TGCCTGTTTE
CTTGGAGGCT
ACGGATCGGT
TCCTAACCGC
NNTAAATTTA

3111

DANH MUC TRINH TU

CGAGGCATGT
TGELCTCETT
AGAATGTAAA
TCGCATCGAT
ATCATCGAAT
AGTGTCATGG
TGCTGGCCCT
TCTCATGGGE
CCATTAGARAC
ACCHNNATCAT

Trudng Pail hoc Bach Khoa Ha No6i

rametes versicolor BRGO4

GCACGCTICTG
ARCGGGAGCA
CGCGTCTAAC
GARGAACGCA
CTTTGAACGC
AATTCTCAAC
TGTLCEGCLGE
ATAATGGCCT
AACTTTTTAC

CTCATCCACT
TTCTGCCGGL
GCATCTATAA
GCGAAATGCG
ACCTTGCGCT
TTATAAATCC
NNCCCCTGGA
ACCCTNTGAC
CATCNNACCT

AACCCGARGA ARA

-11-

QUY TRINH SAN XUAT POLYSACAROPEPTIT TU NAM VAN CHI

CTACCCCTGT
CTATGTATAC
TACAACTTTT
ATAAGTAATG
CCTTGGTATT
TTGIGATCTA
AGGCTTTACC
CNTGAATGGET
CABATCAGGA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
583
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HINH 1

- Dextrin 69 g/L.
Trametes versicolor MBbi trudmg [én men Pepton 6 g/L
BRG04 KH,P0, 1 g/L

MgS0; 0,5¢/

" |
Hoat h;)g.(:) Cr:ncél ;r?lmg PDA, Khir tring
» 0=/ Ngay (121°C, 20 phut)
¥
Nhan giéng san xuit, moi
truong TaK 1ong, 25°C, 120 ¢
v/p, 6 ngay
& : Lén men
‘Xay sinh khéi p{ 25°C; 150 v/phut; suc khi
3 chu ky /30 gidy

y
Ly tdm vit
1500:v/phut; 15 phut

A4

Nude . Chiét
ty 16 1/30 121°C, 30 phut

A 4
Ly tim . \
10000 v/phit; E— m

A 4

Codic
Mang 10 kDa, ap suat bom
100 kPa e

A 4

Maltodextrin Sy phun
1182 % Ty 120°C, Ty, 70°C, 4p
» sudt - 5 kPa

'

Polysacaropeptit dang bot
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