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Linh vuc k§ thuét dwoce dé cip

Sang ché dé cap dén polypeptit hodc protein c6 hoat tinh 3-epimeraza, trinh ty
polynucleotit ma héa polypeptit hodc protein c6 hoat tinh 3-epimeraza, cAu tric axit
nucleic hodc vecto biéu hién bao gdm trinh tu polynucleotit, phuwong phép san xuat
enzym va st dung enzym trong nhiéu tng dung cong nghiép.

Hon nita, sang ché dé cap dén phuong phap san xuit D-aluloza bang xic tac sir
dung duong don nhu fructoza, glucoza va tinh bdt, hodc hdn hgp cta ching, bang cach
st dung polypeptit hodc protein c6 hoat tinh 3-epimeraza va phuong phdp sin Xudt
D-tagatoza biang xiic tic sit dung dudng don nhu sorboza va tinh bot, hodc hdn hop
cta chung, bang cach sir dung polypeptit hodc protein.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Khi viéc an ubng lanh manh ngay cang dugc chi trong, sw phat trién cua chét tao
ngot nhan tao c6 ham lugng calo thip an toan va lanh manh d3 tré thanh trong tdm
nghién ctru trong nganh c6ng nghiép thuc pham. D-aluloza va D-tagatoza, la cac chét
tao ngot nhan tao ¢6 ham luong calo thdp tu nhién, ma c6 tw nhién nhung it thy, da
try thanh dé tai nghién ciru dang duge quan tam.

D-aluloza, con duoc goi 1a D-ribo-2-hexuloza, 14 dong tam lap thé cua D-fructoza
ddng phan hoéa & vi tri C-3. D-aluloza 1a chét tao ngot nhén tao v&i ham hwgng calo
thdp c6 tu nhién nhung it thiy v6i do ngot bang 70% dd ngot clia sucroza, nhung c6
niang luong chi bing 0,3% ning luwong cia sucroza va c6 thé dugc st dung nhu chit
tao ngot trong thuc phim an kiéng c6 ham luong calo thip. Hon nita, D-aluloza ciing
¢6 chirc ning (e ché hoat tinh ciia enzym tham gia vao qué trinh tdng hop lipit trong
gan, gbp phan giam tich tu m& bung va kiém soat trong luong co thé & mot mirc do
nao do, do d6 né hitu ich dung trong cac loai thue phim chirc nang nhu thuc pham bd
dudng. Ngoai ra, D-aluloza cling c6 thé cai thién huong vi, hinh thirc, v.v. cta thuc
phém,ve‘l kéo dai thoi han st dung cta thuc phém. Do d6, D-aluloza, chit tao ngot
nhan tao c6 ham luong calo thap lanh manh va an toan, dd ngay cang thu hut su chi y

va tré thanh mot trong nhiing chit tao ngot méi c6 tinh canh tranh nhét.
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D-aluloza 12 dudng don tu nhién hiém gip va c6 nhuge diém nhu ning suét thip
va chi phi cao khi dugc tach va chiét xuit tir thién nhién. Do d6, D-aluloza kh6 dap
g nhu cau lam chét tao ngot lanh manh c6 ham lugng calo thap va khong thich hop
cho san xuét cong nghiép c6 quy md 16n. Nhu vay, dé c6 thé ap dung cho nganh cong
nghiép thuc phdm, can c6 mét phuong phép hidu qua dé san xuat D-aluloza. Phuong
phép truyén thdng dé san xult D-aluloza chu yéu 1a phuong phap héa hoc, ma c6
nhuge diém nhu chi phi cao va tao ra nhiéu phu phédm va chit gay 6 nhidm. Viéc diéu
ché D-aluloza bing phuong phép sinh hoc c6 dic diém 12 do dic hiéu phan ung cao,
thanh phan san phim don gian, thanh loc thudn tién va 1a san pham ty nhién, do d6 n6
tr& thanh dé tai nghién ciru dang dugc quan tim.

Cach hiéu quéa nhit dé diéu ché D-aluloza bang phuong phap sinh hoc 1a tim ra
enzym ma chuyén dbi fructoza thanh D-aluloza. Tuy nhién, enzym
aluloza-3-epimeraza hién tai c6 van dé nhu giam do 4n dinh khi & nhiét dd cao hoic
hoat tinh thp va ty 16 phan tmg thap, diéu nay khong c6 lgi cho viée kiém soat chi phi
trong san xudt cong nghiép dbi voi D-aluloza. Do d6, cin phai phat trién
aluloza-3-epimeraza véi do 4n dinh nhiét do cao va hoat tinh cao phu hop, dé dap ung
nhu cdu trong san xuét cong nghiép.

D-tagatoza 1a dong tam lap thé ctia D-sorboza dugc dong phan hoa & vi tri C-3.
D-tagatoza 1a chét tao ngot nhan tao c6 ham lugng calo thép, c6 tu nhién nhung it
thdy, véi do ngot bang 92% do ngot clia sucroza, nhung c6 ty 18 hép thu thip & ngudi
chi tir 20 dén 25%, do d6 khong tao ra thay dbi rd rét trong mic dudng huyét cta co
thé. Do d6, D-tagatoza phil hop cho bénh nhan tiéu duong sir dung. Hon nita, hau hét
cac tagatoza truc tiép di vao rudt két va 1én men chon loc boi hé vi khuén trong rudt
két, dé thic ddy su gia ting ctia vi khuén ¢6 loi, Grc ché su phat trién cta vi khuan co
hai va cai thién dang ké khu hé rudt. Vi vy, D-tagatoza 1a probiotic tt va c6 thé duoc
stt dung trong nhiéu loai thuc phadm chirc ning nhu thuc pham bd dudng. Ngoai ra,
D-tagatoza cling cO thé cai thién huong vi, hinh thirc, v.v. cta thuc phidm. Do do,
D-tagatoza, chét tao ngot nhan tao c6 ham lugng calo thép lanh manh va an toan, da
thu hut ngdy cang nhiéu sy chi ¥ va trd thanh mot trong nhiing chét tao ngot méi ¢6
tiém nang phat trién nhat.

Su ddng phan héa sorboza thanh D-tagatoza 1a mot trong nhiing phuong phép hiéu
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quéa nhét dé diéu ché D-tagatoza bang phuong phdp sinh hoc. Vén d& miu chdt cua
phuong phap ndy la tim ra loai enzym ma chuyén ddi sorboza thanh D-tagatoza.
Tagatoza-3-epimeraza hién tai co van dé nhu giam do 4n dinh & nhiét dd cao hodc hoat
tinh thap va ty 16 phan tng thép, didu nay khong c6 lgi cho viéc kiém soat chi phi va
tdng quy mo san xuét cong nghiép ctia D-tagatoza. Do do, can phai phat trién mot loai
tagatose-3-epimeraza c6 d bn dinh nhiét dd cao va hoat tinh cao dé dép Ung nhu cau
trong san xut cong nghiép.

Ban chét ky thuit ciia sing ché

Céc tac gia sang ché phat hién protein méi c6 hoat tinh 3-epimeraza
tir Thermogemmatispora carboxidivorans. Theo do, sang ché @& xuét protein médi c6
hoat tinh 3-epimeraza va polynucleotit md hoa protein hodc polypeptit. Protein hodc
polypeptit c6 aluloza-3-epimeraza va hoat tinh tagatoza-3-epimeraza. Protein hodc
polypeptit theo sang ché ¢6 hoat tinh tot va do 6n dinh nhiét tuyét voi, ca hai déu c6
dic tinh tuyét voi dé san xudt D-aluloza va D-tagatoza trong diéu kién nhiét do cao.

Sang ché dé xudt protein hodc polypeptit bi phan 1dp c6 hoat tinh
aluloza-3-epimeraza va tagatoza-3-epimeraza, dugc chon tir nhom gom:

(a) protein hodc polypeptit, c6 trinh tu gidng it nhét 70% so véi trinh tw axit amin
nhu thé hién & SEQ ID No: 2;

(b) protein hodc polypeptit, md hoa boi polynucleotit duogc lai, dudi diéu kién
nghiém nggt tir trung binh dén cao véi (i) trinh tw ma héa polypeptit nhu thé hién &
SEQ ID No: 1, (ii) trinh tw ADN bd gen bao gdm trinh tw ma héa polypeptit nhu thé
hién & SEQ ID No: 1, hoic (iii) soi bd sung ddy du cta (i) hodc (ii);

(¢) protein ho#c polypeptit, dwoc ma hoa béi polynucleotit ¢6 trinh tu gidng it
nhét 70% so v&i trinh ty ma héa protein hodc polypeptit nhur thé hién & SEQ ID No: I;

(d) bién thé cua protein hodc polypeptit nhu thé hién & SEQ ID No: 2, bao gém
mdt hodc nhidu (mdt vai) thay thé, mét va/hodc chén axit amin; va

(e) bét ky protein hodc polypeptit (a), (b) hodc (c) ndo, c6 trinh ty axit amin bao
gém hodc chra trinh tu nhu thé hién & SEQ ID No: 2; va

(f) doan protein hodc polypeptit (a), (b), (c), (d), hodc (e), c¢6 hoat tinh

aluloza-3-epimeraza va tagatoza-3-epimeraza.
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Sang ché cling d& xuit cdu tric axit nucleic, vecto bidu hién va t& bao chu tai td
hgp axit nucleic bao gdm polynucleotit va d& xuét phuong phép san xuét polynucleotit.
Séang ché dé xuat phuong phap san xuit D-aluloza va D-tagatoza bing enzym.

Hiéu qua cua sdng ché
3-epimeraza theo sang ché c6 hoat tinh t6t dbi v6i fructoza va sorboza va cling ¢
d6 6n dinh nhiét tuyét voi, ca hai déu c6 dic tinh tuyét voi dé san xuét D-aluloza va
D-tagatoza trong didu kién nhiét do cao. Phwong phdp san xuit D-aluloza va
D-tagatoza theo khia canh cia sang ché 12 than thién v6i mai trudng vi stt dung enzym
¢6 ngudn gde tir vi sinh vat. Chi can qué trinh ¢b dinh enzym don gian trong phuong
phép nay, ning suit va hiéu qua san xuét ctiia D-aluloza va D-tagatoza dugc céi thién
dang ké, do d6 1am gidm chi phi san xudt va ti da hoa két qua san xuét.
Do d6, D-aluloza va D-tagatoza dugc san xuét c6 thé duoc str dung hidu qua lam
chit phu gia cho thuc pham hodc thude.
M6 ta vén tit cac hinh vé
Hinh 1 13 lvu dd thé hién qué trinh san xuét 3-epimeraza trong vi du 1 theo sang
ché;
Hinh 2-1 14 dudng cong thé hién anh hudng ctia pH 1én hoat tinh ctia 3-epimeraza
trong vi du 5 theo sang ché;
Hinh 2-2 1a dudng cong thé hién anh huéng cta nhiét do d6i voi hoat tinh cia
3-epimeraza trong vi du 5 theo sang ché;
Hinh 3 thé hién mbi quan hé nhiét do-hoat tinh trong vi du 6 theo sang ché;
Hinh 4 13 so dd thé hién ty 16 chuyén dbi fructoza thanh D-aluloza bing
3-epimeraza trong vi du 7 theo sang ché; va
Hinh 5 1a so dd thé hién ty 1& chuyén d6i cua sorboza thanh D-tagatoza boi
3-epimeraza trong vi du 11 theo sdng ché.
M3 ta chi tiét sang ché
Dinh nghia
Hoat tinh cuia aluloza-3-epimeraza: Thuidt nglt "hoat tinh cua

aluloza-3-epimeraza" c6 nghia 1a hoat tinh d€ xtic tac sy dong phén hoéa cua fructoza &
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vi tri C-3 thanh D-aluloza.

Hoat tinh cua tagatoza-3-epimeraza: Thuat nglt "hoat tinh cua
tagatoza-3-epimeraza" c6 nghia Ia hoat tinh dé xuc tac ddng phan héa sorboza & vi tri
C-3 thanh D-tagatoza.

Protein ho#c polypeptit bi phan 14p: Thuét ngit "protein hodc polypeptit bi phan
14p" c6 nghia la polypeptit dugc bién d6i nhén tao theo protein hozic polypeptit tim
thdy trong tu nhién. Theo mot khia canh, polypeptit ¢6 do nguyén chét it nhat 1a 1%, vi
du {t nhét 13 5%, it nhat 14 10%, it nhét 1a 20%, it nhit 1a 40%, it nhét 1a 60%, it nhat 1
80% va t6t nhat 1a 90%, nhu duoc xac dinh bang SDS-PAGE.

Vi du khong giGi han cuia protein hodc polypeptit bi phan 14p bao gbm (1) bat ky
protein hodc polypeptit khong c6 trong tw nhién nao, (2) bét ky protein hoic polypeptit
nao, bao gdm, nhung khong chi gi6i han 6, bat ky enzym, bién thé, axit nucleic,
protein, peptit hodc ddng yéu td, trong do6 it nhit mot phin bi loai bé khoi mdt hoidc
nhiéu hay tit ca cac thanh phén c6 trong tu nhién duge két hop vé6i né trong tu nhién;
(3) bat ky protein hodc polypeptit nao da duge bién ddi nhan tao theo protein hodc
polypeptit c6 trong ty nhién; hodc (4) bét ky protein hodc polypeptit nao dugc bién d6i
vé mit ting luong protein hodc polypeptit so v6i cdc thanh phén khéc trong tur nhién
duoc két hop véi né. Protein hodc polypeptit bi phan 14p c6 thé c6 mit trong mau ruou
1én men.

Protein hodc polypeptit vé co ban 1a tinh khiét: Thuat ngit "protein hodc
polypeptit vé& co ban 14 tinh khiét" c6 nghia 13 viéc diéu ché protein hodc polypeptit c6
chira ty nhién nhiéu nhét 12 10% trong lwgng ciia nguyén liéu protein hodc polypeptit
khac trong tuy nhién hodc dugc két hop theo kiéu tai td hop. Tt hon 14, protein hoic
polypeptit c6 d6 nguyén chét it nhét 12 90% trong lugng cla tit ca cac nguyén licu
protein hodc polypeptit c6 mgt trong qué trinh didu ché. Protein ho#c polypeptit theo
séng ché t&t hon 1a & dang v& co ban 12 tinh khiét, vi dy, diéu ndy c6 thé dat dugc bang
cach diéu ché polypeptit bang cach sir dung phuong phap tai td hop da biét hodc bang
phuong phép tinh ché thong thudng.

Su giéng nhau cta trinh tw: Thuét ngit "su gidng nhau cia trinh tu" mo ta mbi

trong quan gifta hai trinh ty axit amin hogc gifta hai trinh tu nucleotit.
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Trong pham vi muc dich theo sdng ché, su gidng nhau cua trinh tu gitta hai trinh
tu axit amin dugc xac dinh béng, vi du, thuat toan Needleman-Wunsch (Needleman va
Wunsch, 1970 > J.Mol. Biol. 48: 443-453) st dung chuong trinh Needle trong goi
phin mém EMBOSS (EMBOSS: B phin mém mé sinh hoc phan tit chau Au, Rice va
cong su, 2000, Xu hudng trong di truyén hoc 16: 276-277) (t6t nhit 13 phién ban 3.0.0
hodc cao hon). Cac tham s6 tuy chon dugc st dung 1a do bu khoang tréng 10, d6 bu
mé rong khoang tréng 0,5 va mdt ma trén thay thé EBLOSUMS62 (phién ban
BLOSUMG62 ctia EMBOSS). Két qua ddu ra duoc gin nhan 12 "d6 giéng dai nhat" (thu
duoc bing cach st dung tliy chon -nobrief) bang chuong trinh Needle duge st dung
lam phén tram d6 giéng va dugc tinh nhu sau:

(s6 nhom du giéng nhau x 100)/(chidu dai bét cip - tong s khoang tréng)

Trong pham vi muc dich theo sang ché, sy giéng nhau cua trinh ty giita hai trinh
tu nucleotit dugc xac dinh béng, vi du, thuét toan Needleman-Wunsch (Needleman va
Wunsch, 1970, supra) dugc thuc hién bdi chuong trinh Needle trong goi phén mém
EMBOSS (EMBOSS: B9 phdn mém mé rong sinh hoc phan tir chau Au Bi010, Rice
va cdng su, supra). Cac tham s6 tuy chon dugc st dung 1a do bu khoang tréng 10, do
b mé rong khoang tréng 0,5 va ma tran thay thé EDNAFULL (phién ban NCBI
NUC4.4 ctia EMBOSS). Két quéa diu ra c6 nhan "do gidng dai nhat" (thu dugc bing
cach sir dung tiry chon -nobrief) bang chuong trinh Needle duge st dung lam phan
tram do gidng va duge tinh nhu sau:

(s deoxyribonucleotit giéng nhau x 100)/(chidu dai bat cap - téng sd khoang
tréng)

Doan: Thuat ngir "doan" c6 nghia 1la mot polypeptit c6 mot hodc nhidu (mdt sd)
axit amin bi x6a khoi amin va/hodc dau tdn cling carboxyl clia polypeptit truéng thanh,
noi doan c6 hoat tinh cua 3-epimeraza.

Bién thé alen: Thuét ngit "bién thé alen" c6 nghia 1a bit ky hai hodc nhiéu hinh
thirc thay thé nao cta gen trén cling vi tri nhiém sic thé. Bién thé alen xay ra tw nhién
do dot bién va co thé din dén hién tuong da hinh trong quén thé. Dot bién di truyén ¢
thé 1a dot bién cam (khong thay ddi trong polypeptit dugc ma héa) hodc 6 thé ma hoa
polypeptit v6i trinh tu axit amin bi bién dbi. Bién thé alen ctia polypeptit 1a polypeptit

dugc ma hoa bdi bién thé alen cua gen.
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Polynucleotit bi phan 1ap: Thuét ngit "Polynucleotit bi phan 1ap" c6 nghia 1a
polynucleotit dugc bién ddi nhan tao so véi polynucleotit tim thdy trong tu nhién.
Theo mot khia canh, polynucleotit bi phédn ldp la tinh khiét tir 1 dén 95% dugc xac
dinh bing dién di agaroza. Polynucleotit ¢ thé 12 bd gen, ADN b sung, ARN, c6
ngudn gbc ban tdng hop hodc tdng hop, hodic bat ky su két hop nao cia ching.

Polynucleotit vé co ban 14 tinh khiét: Thuat ngt "polynucleotit vé co ban 14 tinh
khiét" c¢6 nghia 1a qud trinh didu ché polynucleotit khong chira cac nucleotit ngoai lai
hodc khong mong mudn khac, ma & dang thich hop dé sir dung trong hé théng san xudt
protein bang k§ thuat di truyén. Vi vdy, polynucleotit v& co ban 1a tinh khiét ¢6 chia
tir 0,5% dén 10% trong lugng cac nguyén liéu polynucleotit khéac tu nhién hodc tai tb
hop duoc két hop v6i né. Tuy nhién, polynucleotit vé co ban Ia tinh khiét c6 thé bao
gdm cac ving khong dich ma 5' va 3' ¢6 tw nhién, vi du nhu ving khoi dong va ving
két thac. Tét hon 13, polynucleotit v& co ban la tinh khiét c6 do tinh khiét tir 90% dén
99,5% trong lugng. Polynucleotit theo sdng ché nay t6t hon 1a vé co ban 1a tinh khiét.

Trinh tw ma hoéa: Thuét ngt "trinh ty ma hoa" cé nghia 1a polynucleotit quy dinh
truc tiép trinh ty axit amin cia polypeptit. Trinh ty ma hoa thuong duge gi6i han béi
mot khung doc mé thudong bét dau bing don vi mi khéi dong ATG hodc cac don vi
ma khéi dong thay thé nhu GTG va TTG va két thiic bang cac don vi mi ding nhu
TAA, TAG va TGA. Trinh tu ma hoa c6 thé 13 ADN, ADN bd sung, polynucleotit
téng hop hodc tai t6 hop.

ADN bb sung: Thuit ngit "ADN bd sung" c¢6 nghia 12 phan tir ADN c¢6 khé ning
duoc tao thanh bang cach sao mi nguoc tir phan tr ARN thong tin cét noi, trudng
thanh ¢6 ngudn gde tir té bao c6 nhan. ADN bb sung thiéu mét trinh ty intron thudng
xuét hién trong ADN bo gen twong tng. Béan sao ARN ban dAu, so cép 1a tién than cua
ARN thong tin dugc xur ly thong qua nhiéu bude, bao gdbm ghép ndi, va sau d6 xuit
hién nhu 12 ARN thong tin ghép ndi, trudéng thanh.

Chu tric axit nucleic: Thuét ngit "cdu tric axit nucleic" ¢6 nghia 1a phén tir axit
nucleic sgi don hodc sgi doi dugce phan 14p tir mot gen c6 trong ty nhién, dugc bién dbi
dé chira mot phan doan cua axit nucleic theo cach chua biét dén hoic 1a téng hop.
Thuét ngi cdu triic axit nucleic d6ng nghia voi thuat ngit "cassette biéu hién" khi cu

tric axit nucleic chira cac trinh tu diéu khién can thiét cho su biéu hién cia mdt trinh
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tu ma hoa & sang ché nay.

Trinh tu didu khién: Thuat ngit "trinh tw diéu khién" c6 nghia 14 tit ca cdc thanh
phin cin thiét cho su biéu hién cia polynucleotit ma hoa polypeptit & sang ché nay.
MB&i trinh tu didu khién c6 thé 1a nguyén sinh hodc ngoai lai dbi v6i trinh tu nucleotit
ma hoa polypeptit, hosic mdi trinh ty diéu khién c6 thé 13 nguyén sinh hodc ngoai lai
v6i nhau. Céc trinh tu didu khién nay bao gém, nhung khong chi giéi han &, trinh ty
dan dau, trinh tu polyadenyl héa, trinh ty propeptit, chét tang xuc tac, trinh tu peptit tin
hiéu va mot doan két thuc phién ma. Céc trinh ty diu khién it nhit bao gdm chét ting
xUc tac cling nhu tin hi€u két thuc cho phién ma va dich ma. Céc trinh tu didu khién c6
thé duoc cung cép vGi mot trinh lién két nham muc dich dua ra mot vi tri han ché cu
thé tao diéu kién cho sy lién két cta trinh ty diéu khién dén mot ving mi hoa cla
polynucleotit ma héa polypeptit

Lién két hoat dong: Thuat ngt "li€n két hoat dong" c6 nghia la mot c4u hinh
trong d6 trinh tw diéu khién dugc dat & vi tri thich hop lién quan dén trinh twy ma hoa
cua polynucleotit sao cho trinh tu diéu khién quy dinh biéu hién cta trinh tw ma hoéa.

Biéu hién: Thuat ngit "biéu hién" bao gdbm bat ky budc nao lién quan dén viéc san
xudt polypeptit bao gbm, nhung khéng chi gi¢i han &, phién m4, sira d6i sau phién ma,
dich m3, stra ddi sau dich ma va tiét ra.

Vecto biéu hién: Thuét ngit "vecto biéu hién" c6 nghia 1 phan tt ADN mach
thang hodc mach vong bao gdm polynucleotit md hoéa mdt polypeptit va dugc lién két
hoat dong vé6i nucleotit bd sung duge cung cép cho biéu hién ctia né.

Té bao chii: Thuat ngit "té bao chu" ¢6 nghia 1a bét ky loai t& bao nao d& bi bién
nap, chuyén nhiém va tai nap, v.v. chu triic axit nucleic hodc vecto biéu hién bao gdm
polynucleotit theo sang ché. Thuat ngir "té bao chi" bao gbm bét ky thé hé con chdu
nio cia té bao cha me khac vé6i té bao cha me do dot bién xay ra trong qua trinh sao
chép.

Bién thé: Thuat ngit "bién thé" c6 nghia 1a protein hoic polypeptit c¢6 hoat tinh
3-epimeraza c6 chira céc thay dbi tai mot hodc nhiéu (mdt vai) vi tri, tire 13 thay thé,
chen va (hoac) x6a mot hoac nhidu (mot sd) gbe axit amin. Thay thé c6 nghia 1a viéc

thay thé mot axit amin trén mot vi tri bang mot axit amin khéc; x6a c6 nghia la loai bo
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mdt axit amin chiém mat vi trf; va chén c6 nghia 1a bd sung 1-3 axit amin lién ké véi
mot axit amin trén mot vi tri.

Céc tac gia sang ché hién nay di nghién ctu cac dic diém cua polypeptit
epimeraza cO ngudn gbc tir Thermogemmatispora carboxidivorans va phat hién ra
rang trong thi nghiém chuyén d6i fructoza thanh D-aluloza va sorboza thanh
D-tagatoza, polypeptit c6 chirc ndng chuyén @i fructoza hodc sorboza thanh D-aluloza
hoic D-tagatoza bang cach epimer héa fructoza hodc sorboza tai vi tri C-3. Polypeptit
thu dugc thong qua qua trinh bao gdm téng hop gen mi héa epimeraza ¢ ngudn gde
tr Thermogemmatispora carboxidivorans, nudi cAy vi sinh vat c6 chira vecto biéu hién
gen va biéu hién qua mirc polypeptit. Sau khi thir nghiém, peptit duoc tim thdy c6 hoat
tinh aluloza-3-epimeraza va tagatoza-3-epimeraza t5t va dn dinh nhiét tuyét voi. Theo
d6, séng ché nay dé& cap dén polypeptit c6 hoat tinh aluloza-3-epimeraza va
tagatoza-3-epimeraza va phuong phap san xuit D-aluloza hoiic D-tagatoza bang cach
str dung polypeptit ¢6 hoat tinh aluloza-3-epimeraza va tagatoza-3-epimeraza.

Pé x4c dinh cac dic diém cua polypeptit epimeraza, trong sdng ché nay, gen ma
hoa polypeptit dugc chi dinh 1a epimeraza co ngudn gbc tir Thermogemmatispora
carboxidivorans thu duge bing cach tong hop gen va gen ma héa polypeptit chi dinh
1a epimeraza dugc xac dinh chi dya trén trinh tu gbc ADN, thay vi cac két qua thé hién
dic diém tr chic ning cia chiing. Gen ma hoa epimeraza thu dugc sau d6 duoc chén
vao vecto biéu hién thich hop dé tao ra vecto tai td hop chira gen ma héa epimeraza va
vecto tai to hop dugce bién nap vao vi sinh vat thich hgp. Vi sinh vt bi bién nap duogc
nudi cdy trong moi trudng 1én men va san pham polypeptit ctia gen ma hoa epimeraza
duoc biéu hién qua mirc trong vi sinh vét. Sau do, san pham polypeptit ctia gen ma héa
epimeraza dugc phéan lap va tinh ché dé st dung sau. Sau khi thir nghiém, phat hién
dugc peptit c6 hoat tinh aluloza-3-epimeraza va tagatoza-3-epimeraza va co thé
chuyén d6i fructoza thanh D-aluloza va sorboza thanh D-tagatoza.

Polypeptit méi ¢6 hoat tinh 3-epimeraza dugc tao ra bang phuong phép theo séng
ché ¢6 thé c6 trinh tu axit amin ma khdng chi giéi han & trinh ty axit amin nhu thé
hién trong SEQ ID No: 2 va bao gdm trinh ty axit amin dugc hinh thanh bang cach
thay thé, chén hodc x6a mét hodc nhiéu géc axit amin trong trinh ty axit amin ctia SEQ

ID No: 2, mién 1a protein hodc polypeptit voi nhiing bién d6i axit amin nay c6 hoat
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tinh aluloza-3-epimeraza va tagatoza-3-epimeraza va c6 thé chuyén dbi fructoza hoic
sorboza thanh D-psicoza hodc D-tagatoza.

Trong phuong phép theo sang ché, vecto biéu hién ma ¢ thé duoc st dung dé tao
ra vecto bidu hién tai td hop c6 thé 1a bat ky vecto biéu hién nao thuong duogc st dung
trong cac ky thuat tai t hop di truyén va c6 thé 13, vi du nhu pET-22b(+). Vi sinh vt
¢6 kha nang bi bién nap boi vecto bidu hién tai td hop c6 thé 1a E. coli BL21 (DE3).
Tuy nhién, vi sinh vat nay khong bi gi6i han midn 12 vi sinh vat bat ky ma c6 thé bicu
hién qua mrc gen mong mudn sau khi bi bién nap bing vecto biéu hién tai td hop c6
chtra gen va cé thé tao ra protein hoic polypeptit hoat tinh do biéu hién qua mirc.

Cu thé hon, qua trinh nudi cdy vi sinh vat bi bién nap va gly ra su biéu hién qua
mirc cta protein hodc polypeptit theo sang ché nay c6 thé dugc thuc hién theo so dd
thir nghiém mau theo sdng ché nhu dwoc mé ta dudi day. E. coli tai td hop bao quan
cryo dugc cdy vao binh 250 ml chira 50 ml méi truong LB va ching duoc nubi cy
trong may léc duy tri & 37°C cho dén khi do hdp thy & 600 nm dat 2,0. Vi khuén nuoi
cdy dugc thém vao hé théng 1én men 7 L chtta 5 L mo6i truong 1én men chira 15 g/L
pepton, 25 g/L chiét xuit men, 10 g/L natri clorua, 2 g/L glucoza, 3 g/L lactoza va hdn
hop duge nudi cdy trong thing 1én men dé tao ra su biéu hién qua mirc protein theo
sang ché. Trong qué trinh 1én men, tbc d6 khudy 1a 500 vong/phut, tbc do suc khi 1a
1,0 vvm va nhiét @ nuéi cdy 1a 37°C va didu kién nudi cdy & trén thuan lgi cho viée
san xuét 3-epimeraza quy mo 16n.

Véi muc dich tinh ché protein dugc tao ra boi su biéu hién qua muc, viéc nudi
céy E. coli tai td hop dugc ly thm & 6.000 xg va 4°C trong 30 phut va sau d6 rira sach
hai 14n v6i NaCl 0,85%. Sau do, cac té bao duoc tai huyén phu trong dung dich dém
natri phosphat 50 mM c¢6 do pH 8,0 (chira 300 mM NaCl) va dung dich dém chira cac
té bao duoc dat trong bon dé trong 30 phut. Céc té bao trong dung dich dém bi pha v&
b&i may ddng hoa cao dp va céc té bao bi pha v& dugce ly thm & 13.000 xg va 4°C
trong 20 phut va duoc loai bo. Phén ndi phia trén duoc loc qua mang loc ¢6 kich thude
16 0,45 pm va dugc tinh ché bang phép sic ky protein nhanh trong didu kién nhiét do
thdp. Phan loc chira protein theo sing ché duoc thém vao cot HisTrap HP duge cén
bing v&i dung dich dém natri phosphat 50 mM (pH 8,0) chira 300 mM NaCl va 10
mM imidazol. Sau d6, cot HP HisTrap duogc rira bang dung dich dém natri phosphat
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tuong ty va protein gén vao cot dugc tach rira trén gradient ¢d chira imidazol tir 10
mM dén 200 mM trong dung dich dém natri phosphat tuong tur véi tdc d6 dong chay 1
mL/phiit. Chét tach rira c6 chira protein theo sang ché dugc thém vao cot nhya HiPrep
16/60 can béng v6i dung dich dém natri phosphat 50 mM c¢6 d6 pH 7.5 dé loai bo
imidazol va sau d6 protein dugc tich roa ¢ tbc @6 dong chdy 6 mL/phut. Do do, dung
dich protein thu dugc, duoc thém vao cdt HR Sephacryl S-100 can béng v6i dung dich
dém natri phosphat 50 mM c¢6 d§ pH 7,5 chira 0,15 M NaCl va protein dugc tach rira &
tbc d6 dong chdy 6 mL/phut. Cubi ciing, protein tach rira duge thdm tach trong dung
dich dém natri phosphat 50 mM.

Protein theo sang ché thu duoc nhu mo ta & trén 13 3-epimeraza va trong luong
phén tir ctia 3-epimeraza dudi dang monome 1a 31.770 Da. 3-epimeraza 1a enzym chua
kim loai va cac ion kim loai dugc tdng cuong hoat tinh mot cdch 16 rang.

Theo khia canh khéc ciia sang ché, nhd phan tmg xtc tac bang 3-epimeraza véi
su ¢6 mit cua ion kim loai, co thé dat dugc muc dich ting ning suét D-aluloza san
xudt tir fructoza va ting ning suit D-tagatoza san xuét tir sorboza. Ion kim loai dugc
chon tr nhém bao gdm mangan, magié va coban c6 ndng do tir 0,5 dén 5 mM, vi du, 1
mM. Khi néng dd ion kim loai nhé hon 0,5 mM, hiéu qué cua viéc ting ty 1€ chuyén
dbi 1a khong dang k& va khi ndng do6 ion kim loai cao hon 5 mM, khong c6 su khac
biét dang ké v& ty 16 chuyén dbi.

Phan ung gitra 3-epimeraza va fructoza hodc sorboza co6 thé duoc thuc hién biang
cach st dung chit nén (pH 6-8) c6 ndéng do 10-75% (trong lugng/trong lugng) & nhiét
dd 50-90°C (tirc 1a dung dich fructoza hodc sorboza). Khi néng do cua chat nén,
fructoza hodc sorboza, nim trong khoang 10-75% (trong lugng/trong lugng), nang sudt
cta D-aluloza hodc D-tagatoza 1a tot va ty 1€ chuyén ddi cao; déng thoi cac didu kién
pH va nhiét d6 trong cac khoang trén 1a khoang pH va nhiét do t6i wu cho hoat tinh
cua 3-epimeraza.

3-epimeraza c6 do 6n dinh nhiét tuyét voi. Sau khi 1 & 60°C trong 12 gid, khong
phat hién hoat tinh nao bi suy gidm. Sau khi i & 80°C trong 12 gi0, van con trén 80%
hoat tinh, va sau khi 4 & 90°C trong 8 gi0, vAn con trén 50% hoat tinh. Sy on dinh
nhiét tuyét voi cia 3-epimeraza la dic tinh tbt d& san xuit D-aluloza va D-tagatoza

trong di€u kién nhiét do cao.
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Theo khia canh khac cta sang ché, phan tng chuyén dbi fructoza dé tao ra
D-aluloza va chuyén ddi sorboza dé tao ra D-tagatoza boi 3-epimeraza co thé duogc
thuc hién bang cich cb dinh 3-epimeraza trén chit mang trong sudt phan tmg, béi vi
céc 3-epimeraza cb dinh trén chit mang c6 thé gitt lai hoat tinh enzym trong mot thoi
gian dai va thuén tién cho viéc st dung lai. Chét mang dugc sir dung theo phuong dn
cta sang ché c6 thé 1a bat ky chdt mang da biét dé str dung trong qué trinh c¢d dinh
enzym va c6 thé 13, vi du nhu natri alginat. Natri alginat 14 polysacarit keo tw nhién c6
nhidu trong céc véach t& bao tio va chira du lugng axit B-D-manuronic va axit
o-L-guluronic, trong d6 du luong axit B-D-manuronic va axit o-L-guluronic ngau
nhién duoc lién két bai lién két B-1,4. Do d6, natri alginat cho phép cb dinh én dinh
3-epimeraza va thudn lgi cho viéc thu nhan D-aluloza hodc D-tagatoza véi nang sudt
cao. D8 t8i da hoa ning suit ciia D-aluloza hodc D-tagatoza, natri alginat ¢6 thé duoc
str dung dé cb dinh 3-epimeraza & ndng 4o 1,5-4% (trong lwong/thé tich), vi du & ndng
d6 2,5% (trong lugng/thé tich). Khi natri alginat dugc sit dung lam chit mang dé cb
dinh 3-epimeraza, dung dich 3-epimeraza dugc thém vao dung dich natri alginat nuge
bang mot hozc hai 1an thé tich dung dich 3-epimeraza. Hon hop nay sau d6 dugc thém
nho6 giot vao dung dich ion canxi 0,2 M béng cach sir dung bom ti€ém va bom chéin
khong dé tao thanh cic qua cdu phtc hop 3-epimeraza-natri alginat. Nhitng qua cau
phtrcc hop 3-epimeraza-natri alginat nay cé thé duoc st dung truc tiép trong qua trinh
chuyén ddi fructoza dé tao ra D-aluloza va sorboza dé tao ra D-tagatoza.

3-epimeraza theo sang ché ¢6 hoat tinh tdt d6i voi fructoza va sorboza va cling ¢6
d6 6n dinh nhiét tuyét voi, ca hai déu co6 dic tinh tuyét voi dé san xuét D-aluloza va
D-tagatoza trong diéu kién nhiét do cao. Phuong phép san xudt D-aluloza va
D-tagatoza theo phuong 4n cia sang ché 1a than thién véi moi trudng vi enzym duoc
str dung c¢6 ngudn gbc vi sinh vat. Chi cin qué trinh ¢ dinh enzym don gian trong
phuong phép ndy, ning suat va hiéu qué san xuit ciia D-aluloza va D-tagatoza dugc
céi thién dang ké, do d6 1am giam chi phi san xuét va tbi da hiéu qua san xuit.

Do d6, D-aluloza va D-tagatoza dugc san xuét c6 thé dugc sir dung hiéu qua lam
chét phu gia cho thuc phim hoic thude.

Vi du thwe hién sang ché

Sau day, sang ché md ta chi tiét hon véi sy vién dan dén céac vi du cu thé. Cac vi
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du nay chi nhim muc dich minh hoa va khong nhim gi6i han pham vi cua sang ché.

Trong céac vi du thi nghiém hién tai, hoat tinh enzym duoc do béng cach str dung
fructoza va sorboza l1am chét nén. D& do hoat tinh ctia enzym, 3-epimeraza dugc tron
v6i dung dich dém natri phosphat 50 mM (pH 7,5) chtra 10% fructoza hodc sorboza,
phan tmg & 60°C trong 20 phit, va sau d6 gia nhiét & 100°C trong 15 phut dé két thic
phan tng. Dung dich dém natri phosphat chira fructoza hodc sorboza dugc didu ché
bing céch hoa tan fructoza hodc sorboza trong dung dich dém natri phosphat c6 pH
7-8 d& tao ndng dd 60-70% (trong lwong/thé tich) Dung dich dém natri phosphat c6
chira fructoza hoic sorboza duge tiép tuc bd sung vao thiét bi phan tng sinh hoc dugc
duy tri & 60°C. V6i muyc dich tao thuan loi cho viée so sanh hoat tinh cila enzym, mat
don vi aluloza-3-epimeraza dugc dinh nghTa 1a lwgng aluloza-3-epimeraza can thiét dé
tao ra 1 mol D-aluloza mdi phat & pH 7,5 va 60°C; va mot don vi
tagatoza-3-epimeraza dugc dinh nghia 1a lugng tagatoza-3-epimeraza can thiét dé tao
ra 1 mol D-tagatoza mbi phut tai pH 7,5 va 60°C. Néng dd fructoza, D-aluloza,
sorboza va D-tagatoza dugc xac dinh bing phép sic ky long hiéu ning cao véi cot
hydrocarbon ion canxi BP-100 va dau do RI. Nhiét do cot 1a 80°C va pha dong 1a nude
siéu tinh khiét v6i toc do dong chay 1a 0,5 mL/phut.
Vi du 1: San xudt 3-epimeraza

Gen ma hoa 3-epimeraza thu duoc bang cach tong hop gen ma hoa polypeptit
duoc chi dinh 1a epimeraza c6 ngudn gbc tir Thermogemmatispora carboxidivorans va
gen ma hoa epimeraza dugc xac dinh chi dya trén trinh ty, thay vi cac két qua dic
trung vé chirc nang ctia chung. Gen ma hoéa epimeraza thu dugc dugce chen vao vecto
bidu hién pET-22b(+) bang cich st dung cac enzym gidi han Ndel va Xhol, dé tao ra
vecto biéu hién tai tb hop pET-22b (+)/epimeraza (xem Fig. 1). Vecto biéu hién tai tb
hop nay dugc bién nap vao E. coli BL21 (DE3) bang phuong phap bién nap thong
thuong. E.coli tai td hop bi bién nap BL21 (DE3) dugc luu trit trong ti dong & nhiét do
cuc thip -80°C.

Sau d6, E. coli téi td hop duge cdy vao binh Erlenmeyer 250 mL chira 50 mL dung
moi LB 16ng, nudi ciy va kich hoat trong may lic & 37°C cho dén khi d6 hip thu cua
thé nudi cdy & budce song 600 nm dat 2,0. Thé nudi cdy nay duge dua vao hé théng 1én

men 7 L chita 5 L mdi trudong 1én men va trai qua qué trinh nudi cdy 1én men d€ san
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xuét hang loat 3-epimeraza. Trong sudt qua trinh 1én men, tdc do khudy duoc duy tri &
500 vong/phit, tbe do suc khi Ia 1,0 vvm va nhiét d6 nudi cdy 1a 37°C.
Vi du 2: Tinh ché 3-epimeraza

Dé md ta dic tinh cia 3-epimeraza, 3-epimeraza duoc tinh ché bang phép sic ky ai
luc (cot HP HisTrap), ¢t HiPrep 16/60 va cot HR Sephacryl S-100.

Po trong luong phén tir cuia 3-epimeraza da tinh ché va tim thdy 3-epimeraza
monome c6 trong lugng phan tir 12 31.770 Da. Trinh ty axit amin cia 3-epimeraza
dugc xac nhan la giéng véi trinh ty axit amin dugc luu trt theo Sb truy cép
NCBIL.WP_052889376.

Vi du 3: Sy phu thudc kim loai cuia 3-epimeraza

Trong vi du 3, dé nghién ctru anh hudng cua cac ion kim loai 1én 3-epimeraza, anh
hudng dén hoat tinh cia 3-epimeraza da dugc do véi fructoza c6 vai tro la chit nén khi
c6 mit cic ion kim loai khac nhau. Phép do dugc thyc hién bang cach xir 1y
3-epimeraza v6i EDTA, va sau d6 thém 1 mM ion kim loai khac nhau dugc thé hién
trong bang 1 bén dudi vao dung dich 3-epimeraza. Phin ung xtc tac boi 3-epimeraza
duge thuc hién trong dung dich dém Tris 50 mM v6i pH 7.5 & 60°C trong 20 phut,
trong d6 dung dich dém Tris chira 0,04 U/mL 3-epimeraza va 10% (trong luqng/thé
tich) fructoza. Dung dich phan tmg duoc gia nhiét thém & 100°C trong 15 phit aé két
thuc phan ung, va sau d6 do hoat tinh ctia 3-epimeraza.

Két qua thé hién 3-epimeraza phu thudc vao kim loai. Nhu thé hién trong bang 1
dudi ddy, céc ion magie, mangan va coban ting cuong hoat tinh cua enzym, trong khi

cac ion dong va k&m trc che hoat tinh cia enzym.
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Béang 1
Ion kim loai Hoat tinh tuong dbi (%)

Khoéng 100
Co* 170
Ca?* 65
Mn?* 168
Mg?* 130

Zn* 0

Cu?* 0
Na* 120
K* 113

Vi du 4: Tinh dic hiéu cta 3-epimeraza do6i v6i chat nén

Phan tmg duoc xtc tic bdi 3-epimeraza dugc thuc hi¢n trong dung dich dém natri
phosphat 50 mM véi do pH 1a 7,5 & 60°C trong 20 phit, trong d6 dung dich dém natri
phosphat chira 0,04 U/ml 3-epimeraza va 10 mM monosacarit riéng biét duoc thé hién
trong bang 2 duéi day. Mdi dung dich phan img dugc gia nhiét & 100°C trong 15 phit

dé két thiic phan tmg va sau d6 do hoat tinh enzym cta 3-epimeraza trong mdi dung

dich phan tng.

Két qua thé hién 3-epimeraza cé tic dung déi véi D-fructoza, D-aluloza,

D-sorboza va D-tagatoza. 3-epimeraza ¢ thé dugce s dung d€ san xudt D-aluloza

cling nhu D-tagatoza.

Béang 2
Hoat tinh twong d6i (%)
Fructoza 63,9
D-aluloza 100
Sorboza 21
D-tagatoza 40,7

Vidu5: Anh hudng ctia pH va nhiét d6 1én hoat tinh ctia 3-epimeraza
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Trong vi du 5, dé nghién ctru anh huéng cua pH va nhiét do khac nhau 1én hoat
tinh ctia 3-epimeraza, anh hudng 1én hoat tinh ctia 3-epimeraza dugc do bang fructoza
lam chit nén & cac diéu kién nhiét d6 va pH khac nhau va céc hoat tinh ctia enzym tai
nhiét do va pH khac nhau dugc so sanh. Dé nghién ctru anh hudng cua pH, phan Gng
xtc tac boi 3-epimeraza dugc thuc hién trong dung dich dém natri phosphat 50 mM c6
do pH tir 6,0-8,5, trong d6 dung dich dém natri phosphat chira 0,04 U/mL 3-epimeraza
va 10% (trong lwong/thé tich) fructoza. Tai ddy, cac phan Gmg tuong Ung dugc thuc
hién & 60°C trong 20 phiit khi khong c6 cac ion kim loai, va sau d6 phan tng duoc két
thiic bang cach gia nhiét & 100°C trong 15 phit va do hoat tinh ctia enzym. Két qua
duoc thé hién trong Hinh 2-1.

Pé nghién ciru anh hudng cua nhiét do, phan tng dugc thye hién trong dung dich
dém natri phosphat 50 mM (pH 7,5) & nhiét do tir 40 dén 90°C trong 20 phut, trong d6
dung dich dém natri phosphat chtra 0,04 U/mL 3-epimeraza va 10% (trong lugng/thé
tich) fructoza. Phan tng dugc két thuc bang cach gia nhiét & 100°C trong 15 phut va
do hoat tinh ctia enzym. Két qua dugc thé hién trong hinh 2-2.

Két qua thé hién rang pH va nhiét do t81 wu cho 3-epimeraza twong ung 12 7,5 va
90°C.

Hinh 2-1 1a dudng cong thé hién anh hudng cta pH 1én hoat tinh clia 3-epimeraza
vé6i cac didu kién trong vi du cua sdng ché.

Hinh 2-2 1a duong cong thé hién anh hudng cua nhiét d 1én hoat tinh 3-epimeraza
theo cac diéu kién trong vi du cua séng ché.

Vi du 6: Tinh 4n dinh nhiét cia 3-epimeraza

Trong vi du 6, dé nghién ctru tinh 6n dinh nhiét cia 3-epimeraza, 3-epimeraza
duoc u riéng trong cac diéu kién nhiét dd khac nhau va cac mau dugc ldy tai cac thoi
diém khéac nhau dé do hoat tinh con lai st dung fructoza lam chét nén. Phép do dugc
thuc hién bang cach 1y mau mdi 1 gid sau khi 3-epimeraza duoc duy tri trong bé didu
nhiét & 50°C, 60°C, 70°C, 80°C va 90°C. Phan tng xuc tac bdi 3-epimeraza dugc thyuc
hién trong dung dich dém natri phosphat 50 mM v6i pH 7,5 & 60°C trong 20 phut,
trong d6 dung dich dém natri phosphat chira 0,04 U/mL 3-epimeraza va 10% (trong
luong/thé tich) fructoza. Dung dich phan tng dugc gia nhiét thém ¢ 100°C trong 15
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pht dé két thic phan tng, va sau d6 do hoat tinh cia 3-epimeraza. Két qua duoc thé
hién trong hinh 3.

Két qua cho thdy rang 3-epimeraza c6 do 6n dinh nhiét tuyét voi. Sau khi 0 & 60°C
trong 12 gid, khong phat hién hoat tinh nao bi suy gidm. Sau khi u ¢ 80°C trong 12
gio, van con trén 80% hoat tinh, va sau khi 0 & 90°C trong & gio, van con trén 50%
hoat tinh.

Vi du 7: Ty 1& chuyén dbi fructoza thanh D-aluloza bing 3-epimeraza

Trong vi du 7, phan g xtc tac boi 3-epimeraza dugc thuc hién trong dung dich
dém natri phosphat 50 mM (pH 7,5) & nhiét do tir 40 dén 90°C trong 12 gi& dé cho
phép phan tng dién ra day du, trong d6 dung dich dém natri phosphat chtra 0,04 U mL
3-epimeraza, 1 mM ion coban va 10% (trong lwong/thé tich) fructoza. Phéan Gmg sau d6
duoc két thuc bang cach gia nhiét & 100°C trong 15 phut va do ham luong cla fructoza
va D-aluloza trong mau. Két qua dugc thé hién trong hinh 4.

Két qua thé hién ring sau 12 gio, ty 1€ chuyén dbi fructoza thanh D-aluloza béi
3-epimeraza cao nhat & 90°C va 12 39%, va thip nhit & 50°C va 1a 22%; va chuyén doi
¢ 60°C 1a 37%.

Vi du 8: San xuét D-aluloza bang cich st dung 3-epimeraza

Pé san xuit D-aluloza c6 ndng d6 cao, phan tmg duge thuc hién trong dung dich
dém natri phosphat 50 mM (pH 7,5) & 60°C, trong d6 dung dich dém natri phosphat
chtta 10 U/mL 3-epimeraza, 1 mM ion coban va 700g/L fructoza. Sau dd, cac mau
duge 14y tai cac thoi diém phan (mg khac nhau va phan ung sau dé duge két thiic bang
cach gia nhiét & 100°C trong 15 phut va do ndng d6 D-aluloza trong mau. Ning sudt
ctia D-aluloza tai céc thoi diém phan tng khac nhau dugc thé hién trong bang 3 duéi

day.
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Béang 3

D-aluloza (g/L)
98
154
182
210
259
257

|| |W |-

Két qua cho thdy sau 6 gior phan tng, 259 g/L D-aluloza dugc san xult voi ty 18
chuyén d6i khoang 37%.
Vi du 9: San xuit D-aluloza bang cach cb dinh enzym

Dé nghién ctru hiéu qua cta phuong phap san xuét D-aluloza, 3-epimeraza dugc
¢d dinh. Kha ning san xuét cua 3-epimeraza ¢ dinh dugc do va so sanh véi
3-epimeraza khong cd dinh (tw do).

bbi véi 3-epimeraza cb dinh trén mot chét mang, st dung mdt qua cau phtrc hop
3-epimeraza-natri alginat, dugc diéu ché nhu sau. Dung dich 3-epimeraza dugc thém
vao dung dich natri alginat 2,5% (trong lwong/thé tich) trong d6 thé tich dung dich
natri alginat gép 1,5 1an thé tich dung dich 3-epimeraza va sau d6 hdn hop duoc thém
vao0 0,2 M dung dich ion canxi bing cach sir dung bom tiém va bom chan khong.

Phan tng nay duoc thuc hién nhu duge md ta trong vi du 7, ngoai trr viéc st dung
3-epimeraza ¢d dinh. Luong 3-epimeraza dugc st dung trong phan tmg nay 1a 10

U/mL, va do ning suét ctia D-aluloza. Két qua dugc thé hién trong bang 4 duéi day.

Béang 4
Thoi gian phan Gng (gi0) D-aluloza (g/L)
1 &9
2 141
3 165
4 190
6 231
8 258
10 260
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Két qua cho thdy sau 8 gi phan Gmg véi sy c6 mit ciia 3-epimeraza c¢b dinh, niang
suat tdi da dat dugc 1a 258 g/L, ty 1é chuyén d6i 1a khoang 37% va tbc do phan tng hoi
cham hon so vGi 3-epimeraza ty do. Tuy nhién, 3-epimeraza ¢b dinh ¢6 loi hon cho
san xudt lién tuc, dé dat hiéu suét cao trong san xuit D-aluloza.

Vi dy 10: Ning suét san xuét D-aluloza trong thiét bi phan tmg sinh hoc

Phan tng sau day duoc thuc hién trong thiét bi phan tng sinh hoc dé kiém tra kha
ning san xuit cia 3-epimeraza c¢b dinh thu dugc trong vi du 9.

Dau tién, 3-epimeraza ¢b dinh va fructoza duoc didu ché nhu mo ta trong vi du 9.
Fructoza dugc thém vao 3-epimeraza c¢b dinh, va hdn hop da dugc diéu chinh véi thé
tich 100 mL. Sau d6, thiét bi phan tng sinh hoc c6 chiéu cao 100 cm va dudng kinh
2,6 cm duge d6 day hdn hop gbm 3-epimeraza c6 dinh va fructoza va phén (rng dugc
thuc hién & téc d6 dong chay 10 mL/h va 60°C.

Luong 3-epimeraza dugc str dung 1a 500 U va ndng do fructoza sir dung bi gi6i
han & 600 g/L, do sy két tha cua fructoza thira trong qua trinh hoat dong kéo dai.

Két qua duogc thé hién trong bang 5 dudi day.

Béang 5
Thoi gian (ngay) 1 2 13 5 (10| 15]20 (25| 30
San lugng ctuia D-aluloza 18 [ 22|21 |22 (222221 22|22
(g/L) 91219 11029 |1 0

Két qua thé hién ring phan Ung giita 3-epimeraza va fructoza 4n dinh trong sudt
thoi gian thtr nghiém 30 ngay. Viéc chuyén dbi fructoza thanh D-aluloza 1a 37% va
ndng do D-aluloza 1a 220 g/L. Ning suét c6 thé dap tng nhu ciu san xuét duong quy
mo 16n.

Do d6, sang ché @& cap dén hé théng san xuit D-aluloza st dung thiét bi phan ung
sinh hoc ¢ kha ning san xuit hang loat trén quy md cong nghiép.

Vidu 11: Ty 18 chuyén ddi sorboza thanh D-tagatoza bang 3-epimeraza

Trong vi du 11, phan ing dugc xuc tac boi 3-epimeraza dugc thuc hién trong dung
dich dém natri phosphat 50 mM (pH 7,5) & nhiét do tir 40 dén 90°C trong 12 gioy dé
cho phép phan tmg dién ra day da, trong d6 dung dich dém natri phosphat chira 0,04

U/mL 3-epimeraza, 1 mM ion coban va 10% sorboza. Phan trng sau do dugc két thic
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bing cach gia nhiét & 100°C trong 15 phut va do ham lugng cua sorboza va D-tagatoza
trong méu. Két qua duoc thé hién trong Fig. 5.

Két qua thé hién ring sau 12 gio, ty 16 chuyén dbi ctia sorboza thanh D-tagatoza
bdi 3-epimeraza cao nhit & 90°C va dat 36% va thdp nhat & 50°C va dat 29%; va
chuyén ddi & 60°C dat 34%.

Vi du 12: San xuét D-tagatoza biang cach sir dung 3-epimeraza

Dé san xut D-tagatoza c6 ndng d6 cao, phan tmg dugc thyc hién trong dung dich
dém natri phosphat 50 mM (pH 7,5) & 60°C, trong d6 dung dich dém natri phosphat
chira 20 U/mL 3 epimeraza, 1 mM ion coban va 500 g/L sorboza. Sau do, cac mau
duoc 1y tai cac thoi diém phan tmg khic nhau va phéan tmg sau do duoc két thuc bang
cach gia nhiét & 100°C trong 15 phut va do ndng d D-tagatoza trong mau. Nang suét
cua D-tagatoza tai cac thoi diém phan tng khac nhau dugc thé hién trong bang 6 duéi
day.

Bang 6

Thoi gian phan tng (gi0) D-tagatoza (g/L)
1 65
2 101
3 120
4 139
6
8

171
170

Két qua thé hién rang sau 8 gid phan tmg, 171 g/L D-tagatoza dugc san Xuét véi ty
16 chuyén ddi khoang 34%
Vi du 13: San xudt D-tagatoza bang cach ¢b dinh enzym

Dé nghién ctru hidu suit ctia phuong phap san xuét D-tagatoza, 3-epimeraza dugc
¢b dinh. Kha ning san xudt clia 3-epimeraza ¢d dinh duge do va so sénh véi
3-epimeraza khong c¢d dinh (tu do).

Dbi v6i 3-epimeraza cb dinh trén chdt mang, st dung qua cau phirc hop
3-epimeraza-natri alginat, duoc diéu ché nhu sau. Dung dich 3-epimeraza dugc thém

vao dung dich natri alginat 2,5% (trong luong/thé tich) trong d6 thé tich dung dich
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natri alginat gip 1,5 lan thé tich dung dich 3-epimeraza va sau do6 hén hop dugc thém
vao 0,2 M dung dich ion canxi bang cach str dung bom tiém va bom chén khong.

Phan tng nay dugc thuc hién nhu md ta trong vi du 12, ngoai trir st dung
3-epimeraza ¢ dinh. Lugng 3-epimeraza st dung trong phan tmg nay la 20 U/mL va

do san luong ctia D-tagatoza. Két qua dugc thé hién trong bang 7 duéi day.

Béang 7
Thoi gian phan (g (gio) D-tagatoza (g/L)
1 59
2 95
3 108
4 125
6 153
8 170
10 171

Két qua thé hién ring sau 10 gid phan mg vé6i sy c6 mét cua 3 epimeraza c¢b dinh,
dat duoc nang suat ti da 1a 170 g/L, ty 16 chuyén dbi la khoang 34% va toc do phan
tmg hoi chdm hon so véi 3-epimeraza ty do. Tuy nhién, 3-epimeraza c¢b dinh c6 loi
hon cho sén xuét lién tuc, dé dat duoc san xuét D-tagatoza hi€u qua cao.

Vi dy 14: Nang suét san xudt D-tagatoza trong thiét bi phan tmg sinh hoc

Phan tng sau dugc thuc hién trong thiét bi phan tng sinh hoc dé kiém tra kha
ning san xuit ciia 3-epimeraza c¢b dinh thu dugc trong vi du 13.

DAu tién, 3-epimeraza ¢ dinh dugc diéu ché nhu md ta trong vi du 13. Sorboza
duoc thém vao 3-epimeraza ¢ dinh va hdn hop dugce diéu chinh v&i thé tich 100 mL.
Sau d6, mot thiét bi phan Ung sinh hoc c6 chiéu cao 100 cm va dudng kinh 2,6 cm
duoc db ddy hdn hop ciia 3-epimeraza ¢b dinh va sorboza ddng thoi phan tng duoc
thuc hién & tbc do dong chay 10 mL/h va 60°C. Luong 3-epimeraza dugc st dung la
400 U va ndng d6 sorboza dugc st dung 1a 400 g/L. Két qua duoc thé hién trong bang
8 dudi day.

Béang 8
Thoi gian (ngay) 1 2 3 5 10 15 20 25 30

San lugng cua
D-tagatoza (g/L)

115 | 135 | 136 | 136 | 137 | 135 | 137 | 135 | 136
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Két quéa thé hién rang phan Gng giita 3-epimeraza va sorboza 6n dinh trong subt
thoi gian thtr nghiém 30 ngay. Su chuyén ddi sorboza thanh D-tagatoza 1a 34% va
ndng do D-tagatoza 1a 170 g/L. Nang suét ¢ thé dap ing nhu cAu san xudt duong quy
md 16n.

Do d6, sang ché nay co6 thé @& xuét hé théng san xuit D-tagatoza st dung thiét bi

phan g sinh hoc ¢6 kha ning san xuét hang loat trén quy mo cong nghiép.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phép san xuét D-aluloza, bao gdbm buéc cho tiép xuc fructoza, véi dung
dich nudc cua polypeptit hodc protein, polypeptit hodc protein nay c6 trinh tu axit
amin gidng SEQ ID No : 2.
2. Phuong phap san xuét D-aluloza theo diém 1, trong d6 khi polypeptit hodc protein
tiép xtc v6i 10% (trong lugng/thé tich) fructoza ¢ nhiét do 60°C trong 20 phut & do
pH 1a 7.5, fructoza dugc chuyén hoa thanh D-aluloza.
3. Phuong phép san xuét D-aluloza theo diém 1, trong d6 polypeptit hodc protein dugc
lam ting hoat tinh enzym khi c6 mat cac ion magie, mangan, va coban trong khi d6
céc ion ddng va kém (rc ché hoat tinh enzym.
4. Phuong phap san xuét D-aluloza theo diém 1, trong d6 khi polypeptit hodc protein
duoc tao ra trong dung dich dém phosphat & 0,04 U/ml v6i 10% (trong luqng/thé tich)
fructoza, dd pH t&i wu 1a & 7,5 va nhiét do t6i wu 1a & 90°C.
5. Phwong phép san xuat D-aluloza theo diém 1, trong d6:

phan tng dién ra trong dung dich dém natri phosphat S0mM (pH 7.5) ¢ 60°C;

dung dich dém natri phosphat chira 10 U/ml polypeptit hodc protein, ImM ion
coban va 700g/L fructoza;

sau 6 gio phan Ung, phan Uung két thiic nhd gia nhiét & 100°C trong 15 phut va
D-aluloza duoc tao ra véi ty 16 chuyén d6i khoang 37%.
6. Phuong phép san xuét D-aluloza theo diém 1, trong d6 phuong phap nay con bao
gdm cb dinh polypeptit hodc protein trén chit mang, trong d6 qua cau phtrc hop natri
alginat dugc str dung lam chit mang.
7. Phuong phép san xuét D-aluloza theo diém 6, trong d6 phwong phdp ndy con bao
gbm:

tién hanh phan tng gitta fructoza va polypeptit hodc protein trong thiét bi phan
mg sinh hoc, phuong phap nay bao gdm lam c6 dinh polypeptit hogc protein;

bd sung fructoza vao polypeptit hodc protein ¢b dinh va thu dugc hdn hop, va diéu
chinh thé tich hdn hop & 100ml;

chuyén hdn hop thu duge vao thiét bi phan tng sinh hoc c6 chiéu cao 100cm va
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dudng kinh 2,6cm; va tién hanh phan tng & tbe do dong chay 1a 10ml/gio va & 60°C.
8. Phuong phép san xuit D-aluloza theo diém 6, trong d6 ndng dd cla fructoza dugce
str dung bi gii han & 600g/ 1, va phan tmg gifta polypeptit hodc protein va fructoza 6n

dinh trong sudt khoang thoi gian 30 ngay.
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<120>Phuong phap san xudt D-aluloza

<130> 2016
<160> 2
<170>
<210> 1
<211> 873
<212> DNA
<213>
<400> 1
atgaagcaga
60
tgccgtcaag
120
ctggaaccgg
180
gaagcgacct
240
attgttgcgc
300
gcgagctacc
360
ccggegggtce
420
aacggtatgc
480
gcggagcagg
540
gacacctatc
600
aaacgtctgg
660
gtggattttc
720
ttcgagagct
780
cgtcacacct
840
ggtctggagg
873

<210> 2
<211> 290
<212> PRT
<213>

aaatcggtat
cgctggagag
cggcgatcga
gcaccctggc
gtggtgaacg
tgggtggcegt
gtctgaacag
aactgggcct
cgctgaacct
acatgaacat
gctacgtgca
cgggtttctt
ttagccgtgce
ggaccgaccg

cgaccgacac

PatentIn version 3.5

tcacgcgttc
cagccgtgcg
tgtggcgctyg
gctgaccccg
tctgctgcac
tattttcggc
catgcgtgtg
ggaagtggtt
gatcgaagag
cgaagaggaa
cgttggtgaa
tcgtgcgcetg
gcaagaaatc
tttcgatctyg

ccaagaagat

Thermogemmatispora carboxidivorans

gtgtgggttg
agcggttacg
acccgtagcec
gaaaccgaca
gacgcgctgg
gcgctgaccce
ctggcgcgtce
aaccgttacg
attggcgcgce
aacttcgtga
agccaccgtg
cgtcaggcgg
gcgaacctga
gcgcgtcagg

taa

Thermogemmatispora carboxidivorans
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gtggctggag
acctgatcga
tgctggagaa
tcagcagcac
cggtggcgceg
gttatcgtga
tggcggaaca
aaagcaactt
cgaacctggt
agccggtggt
gctatctggg
gttatcaagg
gcggtagcect

cgcgtgcegtt

cgaggaagag
gattccgctg
gaccggtctg
cgatgaggcg
tgatctgggt
gccgctggceg
ggcggceggtt
tctgaacacc
ggttcacctg
tgcgtgcggat
taccggcacc
cccggttacce

ggcgatttgg

tattgcggcg



<400>
Met Lys
Ser Glu
Tyr AsSp
Ala Leu
50
Thr Leu
65
Ile Val
Arg Asp
Thr Arg
Arg Val
130
Leu Gly
145
Ala Glu
Val Vval
Val Lys
Gly Glu
210
Gly Phe
225
Phe Glu
Leu Ala
Gln Ala

Glu Asp
290

Gln
Glu
Leu
35

Thr
Ala
Ala
Leu
Tyr
115
Leu
Leu
Gln
His
Pro
195
Ser
Phe
Ser

Ile

Arg
275

Lys
Glu
20

Ile
Arg
Leu
Arg
Gly
100
Arg
Ala
Glu
Ala
Leu
180
Val
His
Arg
Phe
Trp

260
Ala

Ile
Cys
Glu
Ser
Thr
Gly
85

Ala
Glu
Arg
Val
Leu
165
Asp
Val
Arg
Ala
Ser
245

Arg

Phe

Gly
Arg
Ile
Leu
Pro
70

Glu
Ser
Pro
Leu
Val
150
Asn
Thr
Ala
Gly
Leu
230
Arg
His

Ile

Ile
Gln
Pro
Leu
55

Glu
Arg
Tyr
Leu
Ala
135
Asn
Leu
Tyr
Cys
Tyr
215
Arg
Ala

Thr

Ala

His
Ala
Leu
40

Glu
Thr
Leu
Leu
Ala
120
Glu
Arg
Ile
His
Gly
200
Leu
Gln
Gln

Trp

Ala
280

35816

Ala
Leu
25

Leu
Lys
Asp
Leu
Gly
105
Pro
Gln
Tyr
Glu
Met
185
Lys
Gly
Ala
Glu
Thr

265
Gly

Phe
10

Glu
Glu
Thr
Ile
His
90

Gly
Ala
Ala
Glu
Glu
170
Asn
Arg
Thr
Gly
Ile
250
Asp

Leu
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Val
Ser
Pro
Gly
Ser
75

Asp
Val
Gly
Ala
Ser
155
Ile
Ile
Leu
Gly
Tyr
235
Ala

Arg

Glu

Trp
Ser
Ala
Leu
60

Ser
Ala
Ile
Arg
Val
140
Asn
Gly
Glu
Gly
Thr
220
Gln
Asn

Phe

Ala

Val
Arg
Ala
45

Glu
Thr
Leu
Phe
Leu
125
Asn
Phe
Ala
Glu
Tyr
205
Val
Gly
Leu

Asp

Thr
285

Gly
Ala
30

Ile
Ala
Asp
Ala
Gly
110
Asn
Gly
Leu
Pro
Glu
190
Val
Asp
Pro
Ser
Leu

270
Asp

Gly
15

Ser
Asp
Thr
Glu
Val
95

Ala
Ser
Met
Asn
Asn
175
Asn
His
Phe
Val
Gly
255
Ala

Thr

Trp
Gly
Val
Cys
Ala
80
Ala
Leu
Met
Gln
Thr
160
Leu
Phe
Val
Pro
Thr
240
Ser

Arg

Gln





