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Linh vue k§ thuit dwge dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vuc cdng nghé sinh hoc, cu thé 1a dé cap dén quy
trinh tinh sach hoat chét e ché o- glucosidaza tao san phém hd trg diéu tri bénh dai
thao dudng typ 2.

Tinh trang ky thuit cia gidi phap hiru ich

Enzym a-glucosidaza (EC 3.2.1.20) (o-glucoside hydrolaza, o- 1,4- glucosidaza,
glucohydrolaza a-D-glucoside) 1a mft enzym thiy phén carbonhydrat ngoai phan tu
(exo-typ carbohydraza) gidi phong glucozo & diu khong khir cia co chat. Pay la
enzym lién két mang va ¢6 mt ¢ vi sinh vat, thyc vat va mo6 dong vat. Enzym o-
glucosidaza & ngudi nim trong dudng vién cta bui rudt non c6 kha ning phén giai cac
lién két o (1—4) glucosit. Enzym o-glucosidaza c6 thé phan giai tinh bot va disacarit
thanh glucozo (Chiba., 1997). Cac thubc diéu tri dai thio dudng typ 2 chi yéu tap
chung va nhém chét c6 hoat tinh Grc ché a-glucosidaza nhu: acarboza, miglitol,

vogliboza, 1-deoxynojimycin.

Hoat chét 1-deoxynojirimycin (DNJ) 1a hop chét hydrocacbon c6 cong thirc céu
tao 1a C¢H 3NOy, e ché canh tranh, thuan nghich cua enzym o-glucosidaza trong rudt,
do tac dung cua thubc, glucozo & rudt s€ dugc hép thu chAm hon, rai rong ra nén tranh
dugc hién tugng ting dudong huyét sau khi an. Hoat chit DNJ ¢6 kha ning kim ham
manh cdc men oligo-sacaridaza, disacaridaza (Schmidt et al. 1979), trehalaza (Murao
and Miyata 1980) & rudt cia dong vat c6 vi. DNJ giéng nhu mot piperidin alkanoid
¢6 kha ning @c ché men o-glucosidaza, c6 hidu qua chéng lai sy ting dudng huyét,
ngin can qua trinh tin tao glucozo tai thanh rudt va gan tir d6 giam luong glucozo di
vao mau (Murao and Miyata 1980). Chét ndy dugc miéu td nhu moranolin (1,5-
dideoxy-1,5 imino glucitol), 1a tién chét quan trong dé tdng hop miglitol (Matusumuka
et al. 1979).

Vao nhimg ndm 1970, cic chét tc ché a-glucosidaza co ngudn gbc thuc vt
duge nghién ciru va thir nghiém hoat tinh e ché enzym nay & dong vat. Tuy nhién két
qua dat dugc khong kha quan do céc chét (e ché phan 14p tir thuc vat khong thé hién
hoat tinh khi dua vao co thé dong vat (Puls and Keup 1973; Puls et al. 1977). Nam
1983, nhém nghién ctru ctia Taylor va Barker d4 phan 1ap dugc mot sé ching vi sinh
vat tr chi Actinomyces c6 kha ndng sinh nhém chét Gc ché amylaza dong vat, mot
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trong nhitng chit dwoc quan tim nhit khi d6 1a tendamistat (Taylor and Barker 1983;
Wiegand et al. 1995). Chét nay sau d6 di dugc san xuét thanh thudc nhung khéng
duge phd bién vi nhitng tic dung phu ciia n6. Clng thdi diém khoang nhitng nim
1970, xuét hién nhimng céng bd dau tién vé nhém C7-cyclitol bao gbm yéu t6 rc ché
o-glucosidaza 13 validamycin, validoxylamin tir chung Streptomyces hygroscopicus

ssp. Limoneus (Asano et al. 1990; Iwasa et al. 1970).

Trén thé gi6i da c6 mot sd cong trinh nghién ciru vé hdat chit DNJ nhung méi
chi tap trung vao cac nghién ctru co ban trong phong thi nghiém nhu phén lap, t6i uu
cac diéu kién nudi cdy, thir nghiém sinh hoc d6i v6i dich nudi ctia ching. Nhu nghién
ctru cia Stein va cong su (1984) cho rang ching Bacillus subtilis DSM704 sinh tbng
hop DNI, &c ché sucraza va a-glucosidaza trong rudt ctia ngudi. Ham lugng DNJ téng
hop phu thudc manh vao ngudn carbon, chuyén héa ngudn carbon thong qua con
duong glycosis dé 14y ning lwong cho sinh truéng (Stein va cdng su, 1984). Cho va
cong su (2008) cong bd ching B. subtilis S10 trén moi trudng 16ng, dich nudi chy da
loai bo té bao thir trén chudt bach bi tiéu duong bdi streptozotocin. Dich nudi céy co
tac dung lam gidm glucozo trong méau nhu tc dung ctia acarboza 59% (208,6 mg/dL),
trong khi d6 & 16 dbi ching am 1a (510 mg/dL).

Cho dén nay, DNJ va céc din xuét c6 né da duoc biét dén & ca thuc vat va vi
sinh vat (Kim and al. 2011), trong cac loai thuc vat thi cdy d4u tim chira ham luong
DNJ cao nhit (Kimura va cong sy, 2007; Yatsunami va cong su 2008; Hao va cong su
2010). O Trung qubc, ciy dau tim 1a loai thudc bic dung cho bénh nhén tiéu dudng tir
lau. Bén canh d6 DNTJ ciing duoc tach tir con tim Bombyx mori (Kong va cong su
2008), tir 1a dau tam Morus alba L. (Kim et al. 2003); Yoshikaki and Hivonu 1976;
Murai va cong sy 1977). Nhong tim, tim Bombyx mori chita ham lwgng DNJ khéc
nhau. Nhong tdm duc chtra ham lwong DNJ cao hon nhéng tim cai. Him luwgng DNJ
thay ddi theo giai doan phat trién ciia nhong tim, va khac nhau gitta cc loi tam. Kim
va cong sur (2003) cho thdy bot tim déng khod c6 tac dung lam gidm luong dudng
trong mau & nhitng bénh nhan TD, va dugc dung phd bién nhu lidu phép phu tro chira
bénh TP & Trung qudc, Nhat ban va Han qudc. Lee va cong sy (2013) da tach chiét
dugc hoat chit DNJ tir ching Bacillus subtilis MORI c6 thé ting cudng muc do
adiponectin va cac thu thé ctia né trong cic t& bao md 3T3-L1 khac biét, DNJ duoc
chimg minh 14 c6 hiéu qua trong viéc lam gidm mirc d¢ glucozo trong mau. DNJ
khong doc dbi v6i cac té bao md 3T3-L1 biét héa voi ndng do 1én t6i 5 mM (Lee et al.
2013).

Bén canh nhiing nghién ctru co ban v& hoat chit DNJ tir thuc vat, dong vat va
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vi sinh véat, hién nay mot $6 nghién ctru vé tinh sach hoat chat DNJ da dugc cong bd
Nhu mot nghién ciru trén ching Bacillus lentimorbus da dugc chimg minh la ¢6 kha
ning trc ché a- va p-glucosidaza khi nubi trong moi trudng chira 0,25% natri glutamat
va 0,5% glucozo, pH 8,0 & 30°C, 48 gid. Hoat chét (e ché a-glucosidaza nay dugc
xac dinh 13 tan trong nudc, khong tan trong dung mdi hitu co va bén nhiét. Ngoai chét
trc ché o-glucosidaza, chiing nay ciing tao ra chét tc ché B -glucosidaza trong cing
moi trudng nudi cdy va chét trc ché nay cho thiy hoat tinh chéng vi khudn chéng lai
Botrytis cinerea. Trong khi viéc san xuét chit tc ché a-glucosidaza bi giam béi ndng
do glucozo cao hon 1%, viéc san xuét chét trc ché B-glucosidaza khong bi anh hudng
boi ndng dd glucozo cao hon 20%. Chét trc ché o-glucosidaza tir dich loc nudi chy cua
chung nay dugc tach ra khoi chét trc ché B-glucosidaza thong qua sic ky cot Sephadex
G-100 (Kyoung-Ja et al. 2002)

Zhu va cdng sy (2010) da tinh sach duoc mot chét trc ché alpha-glucosidaza tir
okara (bdt dau nanh) dugc 1én men boi B. subtilis B2 va da xac dinh cAu tric hoa hoc
cta hoat chit. Cac phuong phép tinh sach nhu thdm tich, cot than hoat tinh, sic ky
CM-Sepharose va sic ky 16p méng da dugc st dung trong qua trinh tinh ché, trong khi
phép do phd khdi MS va quang phd cong hudng tir hat nhdn (NMR) duogc st dung
trong nhin dang cic hoat chit. Dit lidu MS va NMR cho thdy chét e ché alpha-
glucosidaza tinh khiét 1a DNJ véi trong luong phan tir 1a 163 Da. Lén men Okara v6i
B. subtilis B2 c6 thé dugc st dung dé san xudt mot san pham DNJ c6 ngudn gbc thue
phém nhu mét loai thuc phdm chire nang cho bénh nhén tiéu dudong (Zhu et al. 2010).
Nhu vay viéc tinh sach hoat chit DNTJ sir dung cac cot tinh sach nhu sic ky loc gel,
sic ky trao ddi ion, sic ky 1ong cao 4p HPLC, hé thdng khéi phd nhu GC-MS, MS va
phd cong hudéng tir hat nhan con kha t6n kém, tdn nhiéu thoi gian va khong dic hiéu
nén viéc tach chiét phai qua nhidu budc, nén hiéu suét tinh sach con thip.

O Viét Nam, linh vuc nghién ctru cac ching Bacillus sp. dé san xuit DNJ dang
van con méi mé, Quyén DPinh Thi va cOng su da tuyén chon dugc bd chung Bacillus
spp. sinh téng hop cac chét trc ché o- glucosidaza. Trong nghién ctru nay nhom tic gia
mdi chi tuyén chon dugce cdc chiing sinh téng hop chit e ché a- glucosidaza (Quyén
Dinh Thi va cdng sy, 2011). Vi Thu Hing va cong su 2012 cling da budc d4u nghién
ctru tinh sach chét e ché o- glucosidaza bang cot sephadex G75, tuy nhién hidu suét
con thép, mai chi & mirc do tinh sach so bd. Hoat chét nay kha bén nhiét va c6 kha
niang trc ché hoat tinh clia cic enzym maltaza, sucraza, amylaza va glucosidaza (Vi
Thu Hang va cong su, 2012).
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Nhu viy c6 thé thdy ring cic nghién ctu v& DNJ hoat chit tc ché o-
glucosidaza con kha it, dac bi¢t 1a nhitng nghién ciru v& tinh sach va ddnh gia kha
ning giam duong huyét ciia hoat chét nay con chwa dugc nghién ctru.

Ban chét k§ thuit ciia gidi phap hitu ich

Muc dich cta giai phap hitu ich la khic phuc cac thiéu sét néu trén. pé dat
dugc muc dich do, giai phép hitu ich dé xuét dén quy trinh tinh sach hoat chét e ché
a- glucosidaza tao san pham hd trg diu tri bénh dai thdo duong typ 2. Cu thé 1a quy
trinh tinh sach thu nhan hoat chat DNT tir chiing B. subtilis EBL1 ty nhién phén lap tai

mAu dét & Viét Nam, trong d6 quy trinh ndy bao gbm céc budc:

a) Lén men sinh tbng hop hoat chét: chung B. subtilis EBL1 sau khi dugc hoat
hoa -80°C trong méi truong YS (g/L) (2 cao ndm men; 10 tinh bdt; 3 cao thit; pH 7,3)
dwoc nudi cdy trong moi truong 1én men bao gdm (% khéi luong/thé tich): 1% tinh
ngd bot; 0,5% bot ddu nanh; 0,5% cao nidm men; 0,05% KH,POy; 0,05% (NH,),SO4;
do pH 7,5; trong 4 ngay, tdc dd 200 vong/phut, 37°C. Dich sau 1én men duge ly tdm
12000 vong/phit trong 15 phut, thu dich, bo tua.

b) Tinh sach so bd hoat chit DNJ bing cach dong kho lanh mau véi ty 1¢ 10:1.
Miu duge gift & -20°C. Mau dong kho dugc hoa tan trong nude véi ty 1€ 1:2
(mAu:nude). Dich ndy dugce tia trong cdn véi ty 18 1:4 theo thé tich nhim loai bo cic
polysacarit va protein. Dich tinh sach so bd nay dugc dua qua mang thim tich c6 kich
thuéc mang 100 Da va 1000 Da (MWCO).

¢) Tinh sach thu hoat chit DNJ sach: dich sau khi qua mang (MWCO) dua Ién cot
than hoat tinh (kich thudc cot: 2,6x 60 cm, tbc @6 dong chay 1,5 ml/phut) va st dung
etanol 5-30% dé thu cac phan doan c6 chira DNJ.

d) Tao san phém bang cach két tia trong con tuyét d6i: Cac phan doan chira hoat
chdt DNJ sach dugc tip trung lai va kiém tra TLC, tht hoat tinh trc ché a-
glucosidaza. Dich tinh sach dugc tia 2 l4n trong cdn tuyét d6i nham két tinh, hat chan
khong thu tinh thé DNJ.

M3 ta viin tit cac hinh vé
Hinh 1. La hinh anh thé hién séc ky 16p méong TLC cic mau chira DNJ dugc
sinh tong hop tir ching B. subtilis EBL1 v6i hé dung moi isopropanol: axit axetic:

nude (4:1:1) (v/v) (1: dich ndi chung B. subtilis EBL1; 2-4: miu DNIJ tinh sach so bd;
C: DNJ chuén (Sigma).
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Hinh 2 thé hién phé HPLC cua hoat chit DNJ sach (A: DNJ chuén (Sigma); B:
mau DNJ duoc tinh sach tir ching B. subtilis EBL1).

Hinh 3A th& hién phd cong huong tir hat nhan C-NMR cta hoat chit DNJ
sach.

Hinh 3B thé hién phd proton "H-NMR ciia hoat chat DNJ tinh sach.
MO té chi tiét giai phap hiru ich

Sau ddy, sang ché mo ta chi tiét cac phuong 4n cu thé, tuy nhién, cic phuong
an nay chi nhim muc dich mé ta chi tiét séng ché, chr khong nhim muc dich han ché
pham vi yéu cAu bao ho cia sang ché. Viéc tinh ché tao ché phém DNIJ 1a hoan toan
chi dong véi cac bude don gian, ciing ngudn nguyén lidu thién nhién dbi dao, moi

trudng nudi cdy chi phi thap, khong thai ra bén ngoai cac chit doc hai.

Theo khia canh giai phap hiru dé xudt quy trinh tinh sach hoat chit trc ché a-
glucosidaza tao san pham hd trg didu tri bénh dai thio dudng typ 2. Cu thé 1a tinh sach
hoat chit DNJ tir ching B. subtilis EBL1 tu nhién phan 1ap tai miu dt & Viét Nam,
trong d6 quy trinh nay bao gdm céc bude:

a) Lén men sinh tdng hop hoat chét: ching B. subtilis EBL1 sau khi dugc hoat héa -
80°C trong mdi trudng YS (g/L) (2 cao ndm men; 10 tinh bot; 3 cao thit; pH 7,3) dugc |
nudi cdy trong mdi truong 1én men bao gdm (% khdi lwong/thé tich): 1% tinh ngd bot;
0,5% bdt dau nanh; 0,5% cao nidm men; 0,05% KH,PO,; 0,05% (NH,4),S0,4; do pH
7,5; trong 4 ngay, tbc do 200 vong/phut, nhiét do 37°C. Dich sau 1én men duge ly tAm
12000 vong/phtt trong 15 phut, thu dich, bé tia.

b) Tinh sach so bd hoat chat DNJ bang cach dong khé lanh miu véi ty 16 10:1. MAu
duoc gitt & -20°C. MAu dong khd duge hoa tan trong nude véi ty 18 1:2 (mau: nude).
Dich nay dugc tia trong cdn vai ty 16 1:4 theo thé tich nhdm loai bo céc polysacarit va
protein. Dich tinh sach so bd nay dwgc dwa qua mang thdm tich c6 kich thude mang
100 Da va 1000 Da (MWCO).

¢) Tinh sach thu hoat chit DNJ sach: dich sau khi qua mang (MWCO) dua 1én ¢t
than hoat tinh (kich thuéc cot: 2,6x 60 cm, toc do dong chay 1,5 ml/phut) va st dung
etanol 5-30% dé thu c4c phan doan c6 chira DNJ.

d) Tao san phdm bang cach két tia trong con tuyét dbi (2 14n): Cac phén doan chira
hoat chit DNJ sach duoc tap trung lai va kiém tra TLC, tht hoat tinh @c ché o-
glucosidaza. Dich tinh sach dugc tia 2 1an trong cdn tuyét d6i nhim két tinh, hat chan
khong thu tinh thé DNJ.
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Vi du thwe hién gidi phap hiru ich

Céc vi du dudi day chi nhdm minh hoa céc phwong 4n thuc hién gidi phép hitu

ich ma khong 1am gi6i han pham vi yéu ciu bao hd ctia giai phép hitu ich.
Vi du 1. Kiém tra kha ning sinh tng hop hoat chat DNJ tir chiing B. subtilis EBL1

Dich 1én men ching B. subtilis EBL1 dugc ly tdm 12000 vong/phut trong 15
phut, loai bo cédn, thu dich trén. Dich thu dugc tia cdn 96° véi ty 1€ 1 thé tich dich
nudi cy: 4 thé tich con 96°. Sau 30 phut tia cdn ly tim 12000 vong/phit trong 15
phit, loai tiia, thu hoat chit DNJ va kiém tra trén sic ky 16p méng TLC. Sic ky 16p
moéng dugce thuc hién trén ban mdng silica gel Merck 60 F254, day 0,25mm, véi hé
dung mdi (V/V): isopropanol: axit axetic: nudc (4:1:1). Ban TLC sau khi chay xong
duoc sdy kho dung mdi sau d6 hién mau biang thudc iot. K&t qua cho thiy da xuét hién
c4c bang ngang chuin DNJ (sigma) v6i hé sb Rf 0,34, chimg té ching B. subtilis EBL1
c6 kha ning sinh tong hop hoat chat DNJ (Hinh 1).

Vi dy 2. Kiém tra do sach hoat cht DNJ bang HPLC

San phém DNIJ sach sau khi dugc dong kho duge dua 1€n cot HPLC véi hé
dung moi acetonitril va H,O ty 1€ 81: 19 (v/v) chtta 6,5 mM ammonium acetat pH 5,5,
tdc d6 dong chay 1ml/phut. Hoat chit DNJ sach dwoc hoa vao hdn hop acetonitril va
H,0 véi ty 1 50:50, c6 chira 6,5 mM ammonium acetat va 20ul mau dugc dua 1én hé
thdng HPLC. Phd HPLC cho thiy khi chay so sanh v&i hoat chit DNJ chuén, trén séc
ky db ctia mau ngoai trir dinh 1 1 dinh dung méi v6i thoi gian lwu 12 5,5 phut va dinh
2 nho véi thoi gian luu gilt cia 10 phat, thoi gian Ivu cda dinh 3 13 dinh chinh ¢6 thoi
gian luu 13 17,2 phit, dinh nay tuong tu véi dinh 2 ctia miu chudn DNJ ciing c¢6 thoi
gian luu 1 17,2 phut (Hinh 2). Chiing té trong mau ching t6i d4 tinh sach duoc hoat
chét DNJ v6i hidu suét cao (Bang 1)

Bang 1 Tém tit qua trinh tinh sach hoat chét rc ché DNJ

Céc buéc tinh sach Khdi lugng DNJ Hiéu suat thu hoi
’ (8) (€3] (%)
Dich n6i sau dong kho 1000 0.73 100
(dang bot) ’
Mang MWCO 100 da va 134 0.52 719
1000 da ’ ’
Than hoat tinh 70 0,41 56,1
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Hiéu suit tinh sach DNJ tir ching B. subtilis EBL1 dat 56%. Diéu ndy chung t6 c6
thé mg dung san xuét hoat chét DNJ bang chung B. subtilis EBL1 dugc phan 1p tai
Viét Nam lam thyuc pham chtrc ning diéu tri bénh dai thdo dudng typ 2.

Vi du 3. Xac dinh c4u tric ctia hoat chit DNJ

CAu tric phan tr DNJ duoc xac dinh theo phwong phép phd cong huong tir hat
nhin (NMR). Dva trén nguyén tic spin hat nhan duéi tdc dung cia tir trudng ngoai.
NMR hoat hoa spin hat nhan khi nguyén t6 ¢6 sb proton hodc neutron 1é. Nhu vay, 'H
va 3C s& cho ta tin hiéu NMR. Trong phén ti¥ tuy theo chu trac ma tin sb cong huéng
cua proton (hay 13C) khac nhau. Téng sb cac miii cong hudng dé tao thanh phé NMR
cla phén tu. Két hop véi cac sb liéu thu duge tir may do khéi phd s& cho phép xac
dinh cAu trac héa hoc cia chét can nghién ctru.

CAu trac héa hoc ctia hop chit DNJ tinh sach duoc x4c dinh bang phé cong
hudng tir hat nhAn NMR tai Vién Héa hoc cac hgp chét thién nhién (Hinh 3). Hop chét
DNIJ thu dugc c6 dic didm nhu sau: chét bot mau tréng, khdi lrong phén tir 163,113,
cong thire cAu tao 1a CgH;sNO,, Sc ky 16p mong cho mot vét duy nhét c6 hé s6 Ry =
0,34 trong hé dung mdi isopropanol: acetic acid: nudc (4:1:1).

Vi du 4. Chi $6 glucozo mau khi d6i ctia cdc nhém chudt trude khi uéng DNIJ

Chi s6 glucozo mau khi d6i duge tién hanh x4c dinh trén cdc nhém chudt vao céc
thoi diém truéc khi didu tri va sau khi didu tri 4 tuAn mot lan. Vao ngdy lam thi
nghiém, cac nhom chudt s& dugce cho nhin déi 6 gio, sau do s€ dugc léy mau tinh
mach dudi dé dinh lwong glucozo bing phwong phdp enzym glucozo oxidaza bing

may tu dong va que thir Accu — chek Active (Roche Diagnosti va cong su).

Bang 2. Chi s6 glucozo mau khi d6i cuia cac nhém chudt trude khi di€u tri

Nhém chudt Nong d6 glucozo (mg/dL)
Dbi chimg (1) 80 + 13
Déi chimg bénh (2) 281423
Ubng DNJ (3) 266 + 34
Ubng Glucobay (4) 272 +26
p(1)-(2),(3), 4) <0,01
pP@2)-03).# >0,05
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Két qua & Bang 2 cho thiy trudc khi didu tri, ndng d6 glucozo mau khi doi & ca
4 nhém chudt dugce gy dai thdo duong déu tang trén 200 mg/dL trong khi chi sd nay
& nhom chudt khong gy bénh chi & mic 80 mg/dL. Su khac bigt vé chi s glucozo
méu khi d6i gifta cac nhém bénh va nhém khéng gdy bénh 1a c6 y nghia théng ké
(p<0,01) trong khi sy dao dong vé chi s6 nay & ca 2 nhém gy bénh déu khong c6 ¥
nghia thong ké.

Vi du 5. Chi sé glucozo mau khi d6i ciia cdc nhém chudt sau khi ubng DNJ

Bang 2. Chi s6 glucozo mau khi doi ctia cac nhém chudt sau khi di€u tri 5 tuan

Nhoém chudt Nong 6 glucozo (mg/dL)

Déi ching (1) 75+ 15
Déi ching bénh (2) 279 £12
Ubng DNIJ (3) 95,4+ 16,9
Ubng Glucobay (4) 86,2 +9,6
p(1)-3),4) >0,05

p (2)-(3), (4) <0,01

Két qua cho thay tir sau 5 tuin didu tri, ndng d6 glucozo mau khi d6i & ca 3 nhom
chudt bi dai thao duong duoc didu tri bang cic dugc phdm khac nhau da giam xudng
gén muc binh thuong. Sy khac biét cia chi sd glucozo mau khi déi & ca 2 nhom chudt
duoc didu tri so véi nhom chudt khdng duoc didu tri déu o y nghia théng ké (p<0,01)
trong khi sy khéc biét so v6i nhém chudt binh thuong thi khong c6 y nghia théng ké
(p>0,05).

Hiéu qua dat dwgc cia gidi phap hiru ich

Quy trinh theo giai phép hitu ich don gian va d& thyc hién. Ché phim DNJ thu
duge tir quy trinh theo giai phap hiru ich lam giam glucozo mau trén mo hinh chudt
d4i thao dudng typ 2. Quy trinh tao san phim DNJ dép ung dugc yéu cau dit ra 1a don
gian, kinh té, st dung cac dung moéi it doc hai c6 thé tng dung trong san xuét & quy

mo pilot.
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1. Quy trinh tinh sach hoat chét e ché o- glucosidaza tao san phém hd tro diéu tri
bénh déi thao dudng typ 2, trong d6 quy trinh nay bao gdm céc budec:

a) 1én men sinh téng hop hoat chét: 1én men ching B. subtilis EBL1 trong mdi trudong
12n men bao gdm (% khéi lugng/thé tich) 1% tinh ngd bot; 0,5% bot dau nanh; 0,5%
cao nam men; 0,05% KH,PO4; 0,05% (NH,),SO4; 6 pH 7,5; trong 4 ngay, tdc d6 200
vong/phut, nhiét @6 37°C, ly tdm dich sau 1én men & tbc 6 12000 vong/phit trong 15
phut, thu dich, bé taa;

b) tinh sach so b hoat chit DNJ: dong khd lanh mau véi ty 18 10:1, mau duoc giit &
nhiét do -20°C, hoa tan mau doéng khd trong nude véi ty 18 1:2 (m?tu:nué'c); tda dich
nay trong con véi ty 1¢ 1:4 (theé thé tich) nhim loai bd cac polysacarit va protein sau
d6 dwa qua mang thdm tich c6 kich thuéc mang 100 Da va 1000 Da (MWCO).

¢) tinh sach thu hoat chéat DNJ: dua dich thu dugc & bude b) 1én cot than hoat tinh, st
dung etanol 5-30% dé thu c4c phan doan c6 chira DNJ.

d) tao san phim bang cich két tia trong con tuyét dbi: két taa 2 14n cac phan doan
chira hoat chat DNJ sach trong cdn tuyét d6i nham két tinh, hut chan khong thu tinh
thé DNT.

-10-



3427

C 1
Hinh 1. Séc ky 16p mong TLC cac mAu chira DNJ dugc sinh téng hop tir chung B.

subtilis EBL1 véi hé dung moi isopropanol: axit axetic: nuéc (4:1:1) (v/v) (1: dich
ndi ching B. subtilis EBL1; 2-4: mAu DNJ tinh sach so bd; C: DNJ chuén (Sima))
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Hinh 2 Phd HPLC cta hoat chat DNJ sach

A: DNJ chuén (Sigma);
B: mau DNJ dugc tinh sach tir ching B. subtilis EBL1
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Hinh 3B. Phd proton 'H-NMR ctia hoat chit DNTJ tinh sach
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