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(57) Gidi phap hitu ich dé cap dén chung xa khudn dot bién Actinoplanes

EBL.VN1 mang c4c dot bi€n ngau nhién trong hé gen dugc tao ra khi xtt 1y bao

tr chiing Actinoplanes sp. VN1 tu nhién bing chat dot bién N-metyl-N'-nitro-N-

nitrosoguanidin (NTG) & néng d6 200 pg két hop véi chi€u UV & bude séng 254

nm trong 30 phidt. Ching nay c6 hoat tinh sinh tdng hop acarboza cao, dat

khoang 10,9 g/lit dich 1én men.
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Linh vue k§ thuit dwge dé cap

Giai phép hitu ich thudc linh vuc cong nghé sinh hoc, cu thé 1a dé cap dén

chiing xa khudn dot bién Actinoplanes sp. EBL.VN1 san xuét acarboza cao.
Tinh trang ky thuat cta giai phap hiru ich

Acarboza 13 mot hop chét gia dudng, dugc tim thdy & mot sé loai vi sinh vat
dic biét 1a cac loai thudc chi Actinomyces. O niém mac rudt non, acarboza tac
dong bing cach trc ché canh tranh o-glucosidaza, lam giam qua trinh phan giai
hydrat cacbon (di-, oligo- va polysaccarit) thanh monosacarit 1a dang c6 thé hép
thu dugce. Do d6, acarboza dugc str dung lam giam néng d6 duong huyét sau an
cho nhitng bénh nhan bi méc bénh déi thao dudng, khong 1am ting insulin huyét,
khong gdy khéng insulin, bao toan té bao beta, giam ndng do HbAlc
(glycohaemoglobin), triglyxerit va giam céc bién chimg do chimg dai thao duong
gdy ra. Kha ning e ché canh tranh ciia acarboza c6 dugce 14 nhd vao ciu tao phén
tir ctia nd. Acarboza cé cu tric va kich thude gin gidng v&i mot tetrasacarit, gdém
bbn tiéu phan nhé cdu tao nén. Bén tiéu phan ndy ndi véi nhau bing lién két
o—1,4 gidng nhu trong phan tir dudng. Do d6, acarboza c6 thé lién két d& dang véi
a-glucosidaza, canh tranh trung tdm hoat dong cua enzym véi céc oligosacarit. Khi
&n, tinh bdt bi a-amylaza thity phan thanh cac oligosacarit. O mang rudt non, a-
glucosidaza tiép tuc thuy phan oligo-, tri- va disacarit thanh glucoza va cac

monosacarit khac.

Acarboza lién két truc tiép v6i a-glucosidaza & bé mit niém mac rudt non.
Nhitng lién két trén c6 thé kéo dai tir 4-6 gid. Do d6, bénh nhan mic bénh dai thao
dudng tranh dugce hién tugng ting duong huyét sau khi 3n. Acarboza khong cé
hoat tinh rc ché lactoza va do d6 khong gdy ra hién tuong khong dung nap lactoza

trong co thé.



1788

O Viét Nam, linh vuc nghién ctru cac ching xa khudn Actinoplanes sp. dé san
xudt acarboza dang van con méi mé, dic biét 14 nghién ciru cac ching dot bién co
khé4 ning sinh téng hop acarboza cao. Quyén Dinh Thi, va cic ddng tac gia., 2012
d3 nghién ciru tao chiing dot bién tir ching Actinoplanes VTCC-A1779 nhim lam
tang kha ning sinh téng hop acarboza. Tir 60 dong dot bién, cac tic gia da chon
duoc 6 dong sinh téng hop acarboza cao hon chiing gbc va 6 dong c6 hoat tinh e
ché a-glucosidaza trén 60%. Tuy nhién, nhugc diém cta quy trinh dot bién nay la
phai sir dung ndng d6 NTG rét cao va cac dong ddt bién thu duge van bi suy giam
vé chit lugng sau ba 1an cdy chuyén. Trén thé gi6i cﬁng.dﬁ c¢6 nghién ciru v& san
Xudt acarboza, ching han tai liéu “Breeding of acarbose-producing strain and
improvement of fermentation technology”, 2008 da deé cap dén viéc tao ching dot
bién tir ching Actinoplantes sp. bing chét gay dot bién NTG va chiéu xa bang tia
UV nhim tao ra cac d6t bién trong hé gen cua ching Actinoplantes sp.. Tuy nhién,
chiing d6t bién thu duge c6 ning suét téng hop acarboza thap, chi dat 3,13 g/lit
dung dich 1én men. Nghién ctru ctia Sun va cong su (2012) ciing di dé cap dén
chiing dot bién A. utahensis ZJB- 08196 ¢ kha ning sinh tong hop acarboza cao
khi b6 sung chit cam tmg dét tién 14 hop chét S-adenosylmethionin (SAM) vao
mbi truong nudi cdy dé lam ting kha ning sinh tdng hop acarboza. Piéu nay

thuong dén dén 1am ting gi4 thanh cta san phdm.

Do d6, van c6 nhu cau tim kiém cac ching xa khuan dot bién moi c¢6 kha
ndng san xuat acarboza cao ma khong can dén chat cam tmg nham khac phuc cac

nhuge diém néu trén.
Bén chit k§ thuét cia giai phap hiru ich

Muyc dich clia giai phdp hitu ich nhim & xudt ching xa khudn dot bién
Actinoplanes sp. EBL.VN1 mang céc dot bién ngau nhién trong hé gen dugc tao ra
khi xtt Iy bao tir chuing Actinoplanes sp. VN1 ty nhién duoc phéan 14p tai mau dét &
Viét Nam bang chét gy dot bién NTG & ndng dd 200 pg két hop véi chidu UV &

budc séng 254 nm sau 30 phit, chiing nay c6 céac dic tinh sau:
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i) phat trién t&i wu trong méi trudong 1én men MT1 bao gdm céc thanh phan
tinh theo (g/lit): 30 glucoza; 50 maltoza; 15 bdt ngd; 1,0 mononatri glutamat va cac
khoéng chét (2,0 CaCly; 2,5 CaCOs; 1,0 KH,PO,.3H,0) d6 pH= 7, nuéi lic & diéu
kién 28°C, 200 vong/phut, trong thoi gian 144 gio; va

ii) c6 kha ning sinh tong hop acarboza cao dat khoang 10,9 g/lit dich 1én men.
MO ta vén tit cac hinh vé

Hinh 1. Hinh anh khuén lac cta ching Actinoplanes sp. VN1 (A) va ching
d6t bién Actinoplanes EBL.VN1 (B).

Hinh 2. Két qua chay TLC dé xé4c dinh kha ning sinh tdng hop acarboza cua
céc dong ddt bién so véi ching gbe (1-15 14 cac dong dot bién tuong Umg & cac
ndng d6 C: Acarboza, W: ching gc Actinoplanes sp. VN1).

Hinh 3. Kha ning trc ché a-gucosidase ciia 15 bién thé (tir s 1 dén sé 15 va
01 ching gbc Actinoplanes sp. VN1 (sb 16).

Hinh 4. Két qua chay TLC cac mu acarboza dugc téng hop tir ching dot
bién Actinoplanes sp. EBL.VN1 trong cc méi truong 1én men (1: MT1, 2: MT2,

3: MT3, 4: MT4, 5: MT5).

Hinh 5. Két qua chay TLC dé x4c dinh kha ning téng hop acarboza cia
chiing dot bién Actinoplanes sp. EBL.VN1 va chiing gbc Actinoplanes sp. VN1 tu
nhién.

Hinh 6. Két qua chay HPLC dé dinh luong acarboza clia ching gdc va

ching dot bién Actinoplanes sp.EBL.VNI1 ((a): chuén acarboza (Sigma); (b):
ching gbc; (c): chiing dot bién).

Hinh 7. Hoat tinh trc ché a-glucosidaza tir ching dot bién Actinoplanes sp.
EBL.VNI1 va ching Actinoplanes sp. VN1 gbc tu nhién.

M5 ta chi tiét giai phap hiru ich
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Giai phap hitu ich d& cap dén chung xa khudn d6t bién Actinoplanes sp.
EBL.VNI1 sinh tdng hop acarboza cao ma khong can dén chit cam tmg 1én yéu t6
didu khién. Chung nay c6 kha ning sinh tong hop acarboza cao dat khoang 10,9
g/lit dich 1én men do mang céc dot bién nucleotit ngdu nhién trong hé gen khi xir Iy

bao tir cia chiing Actinoplanes sp. VN1 gbc tw nhién.

Hinh thai cua ching Actinoplanes sp. EBL.VNI c6 mau vang ddm hon so
v6i ching gbc tu nhién Actinoplanes sp. VN1 (xem hinh 1). Kha niang phuc hoi sau
bao quan tuong tu so voi chung gbc, tirc 1a ddu phai qua khau hoat hoa, chon loc
va cy truyén lai & dam bao ching nay khéng bi thoai hoa va phat trién tét trén
mdi trudng nhan gidng va dic biét 1a moi truong 1én men.

Chung Actinoplanes sp. VN1 gbc duogc st dung trong giai phap nay l1a ching
tu nhién dugc phan 1ap tai mau dat & Viét Nam. Ching Actinoplanes sp. VN1 hién
duoc luu gilt trong moi truong thach YSA & nhiét do 25°C tai Phong Cong nghé
sinh hoc enzym - Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.

Chét gay dot bién chung Actinoplanes sp. VN1 1a N-metyl-N’-nitro-N-
nitrosoguanidin (NTG). NTG 1am bién d6i bazo giy ra su két cap sai. NTG s&
alkyl hoa ca 4 loai bazo nucleotit. Tuy nhién, dét bién hau nhu chi xay ra khi nhom
alkyl dugc thém vao & oxy sb 6 cua guanin tao ra O-6-alkylguanin. Sy alkyl hoa
nay dan dén su két ciip nhim v6i thymin. Két qua sinh ra dot bién dong hoan G-X -
> A-T trong 1an sao chép tiép theo. NTG 1a mét tic nhan duoc cho 1a ¢6 hiéu qua
gdy dot bién cao nhit ddi véi vi sinh vat. Khoang 90% cac dot bién do NTG gay ra
1a céc d6t bién diém, thay thé cip GC thanh ciip AT, mot sb rét it cac trudng hop

dan dén dich chuyén khung doc hodc mét doan.

Duéi tac dong cua tia cuc tim (UV), cac pyrimidin dime, va 6-4 pyrimidin-
pyramidon duge tao thanh va ca hai déu gdy nén dot bién gen. Pyrimidin dime
dugc tao thanh do lién két dbi cong héa tri giita hai bazo pyrimidin (thymin va
cytosin) canh nhau trong phan t&r ADN. Con 6,4 pyrimidin-pyramidon dugc tao

thanh bang lién két don gitta hai nguyén ti cacbon trong vong pyrimidin. Tiép do,
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khi ADN nhén ban, c& hai sgi déu duge sir dung 1am khudn dé tong hop soi méi.

Dime cytosin c¢6 thé két hop véi adenin (thay vi guanin nhu binh thuong) trong

chudi téng hop méi. Dén 14n tai ban ADN tiép theo, CC s& bi d6t bién thanh TT.
Qu4 trinh gy do6t bién ching xa khuén Actinoplanes sp. VNI dugc thuc

hién nhu sau:

Chung xa khuin Actinoplanes sp. VN1 dugc nudi cdy trén dia moi truong
thach YSA & 28°C trong 5 ngdy. Bao tir duoc thu lai vao dng eppendorf va hoa vao
dung dich 0,2% Tween-20 sao cho dat mat do 10°-108 bao ti/ml. Dich bao tir duoc
ly tm va thu cin. Cin bao tir dugc tron voi dung dich NTG & cac ndng do 50pg,
100pg, 150pg va 200pg. Mbi ndéng d6 déu dugc xir ly trong 30, 60, 90 va 120
phut. Sau khi 0, ly tdm & téc d6 12500 vong/phut trong 10 phut & 4°C, thu 14y can
bao tir, tiép tuc ria bﬁng dung dich 0,2% Tween-20 lap lai tir 4-6 14n. Can sau khi
rira dugc hoa vao 200 pl dung dich 0,2% Tween-20. Bao tir sau khi xur ly vai NTG
s& dugc chiéu tia UV & bude séng 254nm & cac khoang cach 10 cm, 20cm va 30cm
trong thoi gian 30, 60, 90 va 120 phat. 50ul dich bao tir sau khi xir Iy tia UV & mdi
ndng d6 NTG tuong Gng tir 50pg, 100pg, 150pg va 200ug s& dugc dung dé ciy
trai trén mdi dia thach. Cac dia nudi cdy duoc G & nhiét do 28°C, sau 5 ngay dém

sb khuén lac moc trén céc dia thach va tinh ty 1€ séng sot.
Qua trinh sang loc chung dot bién dugc thuc hién nhu sau:

Sau 5 ngdy U & nhiét d6 28°C, chon ngau nhién 3-5 dong khuén lac dugc xtr
ly tir mbi ndng d6 NTG va chiéu tia UV dé chuyén sang méi truong nhan gibng
CPC (g/1): 30 sucroza; 2 pepton; 1 mudi natri casein; 0,5 KCI; 0,1 FeS0O4.7H,0; 1
K,HPO4.3H,0; pH=7 dugc khir tring & 121°C trong 30 phit va nudi cdy lic & 25-
28°C, 200 vong/phut trong khoang 48 gid. Gidng sau khi da cdy nhan gidng trong
binh tam gidc dung tich 250 ml, dugc soi kiém tra mirc d6 dong déu cua té bao va
khang dinh mau 14 thuén khiét dé tién hanh chuyén sang 1én men trong thiét bj lén

men dung tich 2,5lit. Chuyén 3% dich nuéi cdy giéng sang 1,0 lit méi trudong 1én
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men MT1 gdm c4c thanh phén tinh theo g/lit: 30 glucoza; 50 maltoza; 15 bdt ngo;
1,0 mononatri glutamat va cac khoang chét (2,0 CaCly; 2,5 CaCOs;; 1,0
KH,PO,.3H,0) d6 pH =7 va nudi ciy lic & 28°C, 200 vong/phut, thoi gian 144
gio. Sau 7 ngay nudi cdy lic, dich nudi cdy tir cac dong khuin lac dugc kiém tra
lan luot trén sic ky ban mong (TLC), va séc ky 1dng tinh ning cao-HPLC dé kiém
tra dinh tinh va dinh luong ham lugng acarboza duoc tdng hop cia cac bién thé va
kiém tra kha ning e ché o-glucosidaza dé tir d6 tim dwoc bién thé c6 kha nang

téng hop acarboza cao nhét.

Dich nudi cy 1én men ctia cac bién thé dugc ly tAm & tde d6 4000 vong/phat
trong 10 phiit, loai bd cén, va thu 1y phéan dich. Sau dé, tiép tuc ly tam tdc dd cao
& 12500 vong/phit trong 15 phut, loai bd cién, thu ldy phan dich. Dich thu duoc
dugc tia bang cén 96° theo ty 18 thé tich 1:4. Sau 30 phit tua bang con, tién hanh
ly tam & tdc d6 12500 vong/phut trong 15 phut, loai tda, thu dugce dich chira hoat

chat acarboza cua cac bién thé.

Pé dinh tinh hoat chit acarboza c6 trong mau, séc ky 1ép méng TLC duoc
thyc hién trén ban mong silica gel Merck 60 F254, day 0,25mm, v6i hé dung moi
gbm 94% dung dich A va 6% dung dich B (trong d6 dung dich A bao gdm etyl
axetat: metanol 1a 1:1 va dung dich B la H,O: axit formic 1a 5:2), sau d6 hién mau
bing axit 10% H,SOq trong cdn & 121°C trong 5 phiit. Két qua cho thdy trong 15
bién thé va 01 chung gbc déu xuét hién vach ngang cung véi acarboza chuan cua

hang Sigma (mé s A8980) (xem hinh 2).

Dé xé4c dinh hoat tinh e ché o-glucosidaza, sir dung dia 96 giéng. Hut vao
mdi giéng 40ul dém 0,1M phosphat, dd pH =6,9, thém 10pl dich chira hoat chét
acarboza ctia mdi bién thé vao. B sung tiép 100pl a-glucosidaza 1 p/ml duge pha
trong 0,1M phosphat pH 6,9 vao. Hon hop duge G & 25°C trong 10 phut, lac 300
vong/phut, sau d6 thém 50ul dung dich SmM p-nitrophenyl-a-D-glucopyranosit
trong 0,1M phosphat, & pH= 6,9 vao. Trdn hdn hop va i & 25°C trong 5 phit. Po

kha ning hép thu 4nh sang & budc séng 405 nm truéc va sau khi 0 co chat. Gi4 tri
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A 13 gié tri trung binh d6 chénh léch OD truéc va sau khi & 5 phit. Két qua cho
théy cac bién thé s6 4, s6 11 va sb 14 ¢6 hoat tinh wrc ché a-glucosidaza cao nhit,

cao hon so v&i chung gdc (sé 16) (xem hinh 3).

Pé dinh luong ham lugng acarboza, dich nuoi cdy 1én men duogc kiém tra
béng phwong phép séc ky 16ng tinh ning cao-HPLC. Cac mau dugc phén tich bing
hé thdng HPLC véi hé dung mdi axetonitril : nudc theo ty 18 3:1 (v/v), téc do dong
chay 0,5 ml/phut, thoi gian chay 30 phat. Ham lugng acarboza dugc xac dinh dya

trén sac ky do HPLC cua acarboza chuan tai nong d6 xac dinh.

Tir phuong phap dot bién va sang loc nay, da lya chon duoc chung dot bién
Actinoplanes sp. EBL.VN1 (s6 14) sau khi dugc xir Iy biang chét gay dot bién NTG
& ndng @ 200 pg két hop véi chiéu tia UV & budc séng 254 nm sau 30 phut c6
kha ning sinh tdng hop acarboza cao nhét. Ching nay mang céc dot bién ngau
nhién trong hé gen lam ting kha ning tong hop acarboza dat khoang 10,9 g/lit dich
1én men, gip 3,7 lan so véi ching gbc ty nhién, ciing nhu ¢ hoat tinh (rc ché

enzym a-glucosidaza cao hon 37,9% so véi chiing gbc duoc phan 14p tu nhién.

Ching dot bién Actinoplanes sp. EBL.VN1 van duy tri dugc kha ning téng
hop acarboza cao va 6n dinh sau khi bao quan trong méi truong YS cé bd sung
30% glyxerol & -85°C ciing nhu ciy truyén qua nhiu thé hé (10-20 thé hé).

Chung dot bién Actinoplanes sp. EBL.VNI1 hién dang dugc luu gilr tai
Phong Coéng nghé Enzym-Vién Han lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam, &
nhiét d6 bao quéan -85°C, trong médi trudng YS, c6 bd sung 30% glycerol.

Vi du thwe hi€n gidi phap hitu ich
Céc vi du dudi day chi nhdm minh hoa cac phuong 4n thuc hién giai phap hitu
ich ma khéng 1am giéi han pham vi yéu cdu bao ho cia giai phép hitu ich.

Vi du 1. Thir nghiém vé kha niing phat trién trong cac moi treong 1én men



1788

Chung Actinoplanes sp. EBL.VN1 thu dugc dugc thtr nghiém vé kha ning
sinh téng hop acarboza va e ché enzym a-glucosidaza trong cac méi truong 1én
men khac nhau MT1, MT2, MT3, MT4 va MT5.

Bang 1. Cac moi trudong 1én men dugc str dung

Y 0 ] A -
Moi Thanh phin méi trudng (/L) /‘; ue c.ze o
truﬁ)’ng g ucosidaza

G M S BN BbT C Glu P  glycerol khoang

MTI 30 50 - 15 - -1 - -+ 848139
MT2 - 30 - 10 - S 471£25
MT3 - - 30 - - o1 - g S 0,0 £ 0.0
MT4 40 43 - - 17 - 5 - 5 o+ 49+ 4]
MTS 30 50 - - 17 - 5 . 5 5319

Ghi chu: -: khéng tham gia, +: c6 tham gia. G: Glucoza;, M: maltoza, S: sucroza; C:
casein; Glu: glutamat; P: pepton; MT: méi truong, BN: bjt ngo, BDT: bot ddu tuong.

Séc ky @6 TLC cua hoat chat acarboza trong cac mdi truong 1én men khac
nhau dugc thé hién trén Hinh 4. Céc dich nudi trong méi truong MT1, MT2, MT4,
MT5 déu xuét hién bing ngang chudn acarboza (Sigma). Trong d6, mdi trudng
MT2 c6 thanh phin chira maltoza va bot ngd, khong c6 glucoza, bing acarboza
xuét hién md hon méi truong MT1 (1an 2). Trong 5 mdi trudng nghién ciru chi co
mdi trudng MT3 véi thanh phan khéng c6 glucoza, maltoza va bot ngd hay bot dau
twong ma thay vao d6 13 sucrozo, casein va pepton khong sinh tong hop acarboza,

dich nudi khdng c6 bang ngang chuén acarboza trén sic ky db (lan 3).

Két qua sinh tdng hop acarboza ctia ching Actinoplanes EBL.VN1 trong cac
mdi trudong 1én men con dugc khing dinh béi hoat tinh e ché a-glucosidaza cua
hoat chit acarboza. Tir két qua néu trong bang 1 cho thdy, mdi truong MT1 phu
hop cho qué trinh sinh trudng cta chung sinh tdng hop acarboza cao, va c6 hoat
tinh wrc ché o-glucosidaza manh. M6i trudong nay ¢ hidu qua vé kinh té boi ngudn
nguyén lidu ré tién va d& kiém. Do dé, méi truong MT1 dugc lua chon dé phat

trién t6i wu ching Actinoplanes EBL.VNI sinh téng hop acarboza.

Vi du 2: Panh gia kha ning tong hop acarboza va hoat tinh wc ché o-

glucosidaza ciia acarboza tir chiing dot bién Actinoplanes EBL.VN1

-0-
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Kha ning téng hop acarboza cua ching Actinoplanes EBL.VN1, c6 thé duoc
xac dinh bang céch chay dién di trén sic ky ban moéng TLC cung vdi acarboza
chuén hodc xé4c dinh hoat tinh tc ché a-glucosidaza cling nhu xac dinh ham lugng

acarboza bang HPLC c6 st dung acarboza chuén ctia Sigma.
(i) Pinh tinh acarboza trén sic ky ban méng TLC

M6t khuén lac chung dot bién Actinoplanes EBL.VN1 va mot khuén lac
chiing Actinoplanes sp. VN1 gbc duge nudi ciy trong moi truong nhan giéng CPC
(g/1): 30 sucroza; 2 pepton; 1 mubi natri casein; 0,5 KCI; 0,1 FeSO4.7H,0; 1
K>,HPO,.3H,0; pH=7 dugc khtt tring & 121°C trong 30 phiit va nudi cdy lac & 25-
28°C, 200 vong/phut trong khoang 48 git. Gidng sau khi da ciy nhan gidng trong
binh tam gi4c dung tich 250 ml, dugc soi kiém tra mirc d6 dong déu cua té bao va
khéng dinh mau 1a thudn khiét dé tién hanh chuyén sang 1én men trong thiét bj 1én

men dung tich 2,5 lit.

Chuyén 14n luot 30 ml dich nudi cdy ching dot bién Actinoplanes EBL.VNI
va 30 ml dich nudi cdy ching Actinoplanes sp. VN1 gbc lam d6i chimg vao trong 1
lit mdi trudng 1én men MT1 t6i wu gdm céc thanh phan (g/1): 30 glucoza; 50
maltoza; 15 bdt ngd; 1,0 mononatri glutamat va cac khoang chét (2,0 CaCly; 2,5
CaCO;; 1,0 KH,PO4.3H,0) d6 pH=7 va nudi ciy lic ¢ diéu kién 28°C, & téc do
200 vong/phit, trong thoi gian 144 gio.

Sau 7 ngay nudi cdy lic, toan bd dich nudi cay 1én men cia chung dot bién
va chiing gbc duogce ly tam & tde do 4000 vong/phut trong 10 phut, loai bo cén, va
thu phéan dich trén. Sau dé, tiép tuc ly tdm tc d6 cao & 12500 vong/phut trong 15
pht, loai bé cin, va thu 14y phan dich trén. 1 lit dich thu dugc duge tiia bing 4 lit
c¢dn 96°. Sau 30 phut, tia cdn bang cach ly tim & téc do 12500 vong/phut trong 15
phiit, loai tia, thu dich chira hoat chit acarboza va kiém tra trén séc ky 16p mdng
TLC cung véi acarboza chudn cta hang Sigma (mi s A8980). Sic ky 16p mong
dugc thuc hién trén ban méng silica gel Merck 60 F254, day 0,25 mm, véi hé dung
mbi gdm 94% dung dich A va 6% dung dich B (trong d6 dung dich A bao gom etyl
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axetat: metanol =1:1 va dung dich B 1a H,O: axit formic = 5:2), sau dé hién mau
bing axit (10% H,SO; trong con) & 121°C trong 5 phut. Két qua dinh tinh acarboza
duoc thé hién trén hinh 5 cho théy bang acarboza tir dich 1én men chiing dot bién
Actinoplanes EBL.VN1 hién mau tuong ung vd&i bang acarboza tur chung

Actinoplanes sp. VN1 gbc va acarboza chuin dé biét truéc ham luong.

(ii) Pinh luong acarboza bang phuong phap sic ky léng tinh ning cao
(HPLC)

Tién hanh nuéi cy nhan giéng va 1én men chung dot bién Actinoplanes
EBL.VN1 va chiing Actinoplanes sp. VN1 gbc twong tu nhu néu trong muc i) néu

trén.

Sau 7 ngay nudi cdy lic, toan bd dich nudi cdy 1én men cia ching dot bién
Actinoplanes EBL.VN1 va ching Actinoplanes sp. VN1 gbc duge dem phan tich
béng phwong phap séc ky 16ng tinh ning cao (HPLC). 1 lit dich thu dugc duoc tua
bing 4 lit cdn 96°. Sau 30 phut, tha cdn bang cach ly tdim & téc do 12500
vong/phit trong 15 phut, loai tia, thu dich chira hoat chét acarboza. Dich chura hoat
chét acarboza duoc c¢b quay bing may cit quay chan khéng thu duge 10 ml dich ¢6
ddc. Hat 10 pl dich c6 dac chira acarboza hoa tan trong 990 pl nudc, thu duge
dung dich A. 200p] dung dich A dugc hoa trong 800 pul MeOH, thu dugc 1000 pl
dich B. Hut 10 pl dung dich B vao hé théng HPLC d& tién hanh dinh luong. Céc
mAu dich 1én men dugc phan tich bing hé théng HPLC vd&i hé dung mdi
axetonitril: nuéc theo ty 18 3:1 (v/v), tbc d6 dong chay 0,5 ml/phit, thoi gian chay
30 phat. Ham lugng acarboza dugc xac dinh dya trén séc ky dd HPLC cua chuan
acarboza tai ndng d6 xac dinh. Két qua cho thy mau acarboza cua chiing gdc chi
dat 2,91 g/1, trong khi d6 mau acarboza cia chiing d6t bién EBL.VN1 dat 10,9 g/l
(xem hinh 6).

(iii) Panh gia kha nang tong hop acarboza thong qua hoat tinh tGc ché a-

glucosidaza
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Acarboza 13 chét e ché o-glucosidaza, a-amylaza, lam cham téc do thay
phéan tinh bt dé tao glucoza. Acarboza 1a hop chét hitu co gia dudng hoat dong
nhu mot chét e ché canh tranh a-glucosidaza. Do d6 viéc xac dinh hoat tinh (rc
ché a-glucosidaza ciia cac hoat chét acarboza 13 phuong phap hiéu qua dé danh gia

kha ning sinh téng hop acarboza.

Pé x4c dinh hoat tinh ¢rc ché o- glucosidaza, st dung dia 96 giéng. Hut vao
mdi giéng 40pl dém 0,1 M phosphat, dd pH= 6,9. Thém 10 ul dich chira hoat chat
acarboza ciia chiing dot bién Actinoplanes EBL.VNI1 va ching Actinoplanes sp.
VN1 gbc vao. Bb sung 100ul a-glucosidaza 1p/ml duge pha trong 0,1 M phosphat,
d6 pH= 6,9. Hon hop duge 0 & 25°C trong 10 phit, lic & tbe dd 300 vong/phut; sau
do6 thém 50 pl dung dich 5 mM p-nitrophenyl-a-D-glucopyranosit trong 0,1 M
phosphat, 46 pH= 6,9. Tron hdn hop va i & 25°C trong 5 phiit. Po kha ning hip
thu 4nh sang & budc séng 405 nm trude va sau khi U co chat. Gia tri A 1a gia tri
trung binh d§ chénh I&ch OD trudc va sau khi u 5 phat. Két qua vé hoat tinh e ché
o- glucosidaza dugc thé hién trong bang 2 dudi day (xem hinh 7).

Bang 2. Kha ning sinh téng hop acarboza va hoat tinh trc ché o- glucosidaza

cua acarboza tir chiing dgt bién va chung goc tu nhién

Céc mau thi nehiem % tic ché o- Ham lugng acarboza
gnie glucosidaza (g/l) (HPLC)
chung Actinoplanes sp. 2,91
VNI gbe 46,9+0,37
hing dot bié 107
chung dét bien
Actinoplanes EBL.VN1 84,8+3,9

Két qua trong Béang 2 cho thdy ham luong acarboza khi dinh lwong bing
HPLC & ching dot bién dat 10,9 g/L cao glp 3,7 lan so véi chung gbc (2,91 g/lit).
Hoat tinh trc ché a- glucosidaza cla ching ddt bién tiang hon 37,9% so véi chung

goc tu nhién.

Hiéu qua dat dwgc cia gidi phap hiru ich
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Chung dot bién Actinoplanes EBL.VNI1 thu dugc theo giai phap hiru ich c6
kha ning sinh tng hop acarboza cao, dat khoang 10,9 g/lit dich 1én men, cao hon
hén so véi kha ning sinh téng hop acarboza tir cic ching dot bién A. utahensis
ZJB-08196 chi dat 6,606 g/lit (Xue, et al., 2013), Actinoplanes sp. A56 chi dat 5,0
g/lit (Li, et al., 2012). Do d6, chung nay rat hitu ich 1am ngudn nguyén lidu cho cac

nghién cttu tiép theo nham san xuat acarboza cho myc dich chita bénh.
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YEU CAUBAO HO
1. Ching xa khudn dét bién Actinoplanes sp. EBL.VN1 mang cac dot bién
ngiu nhién trong hé gen dugc tao ra khi xtr ly bao tir chung Actinoplanes sp. VNI
tu nhién dugc phén 1ap tai mu dit & Viét Nam bang chét giy dot bién NTG &
ndng d6 200 pg két hop véi chiéu UV & budce song 254 nm sau 30 pht, ching nay

c6 cac déc tinh sau:

i) phat trién t&i wu trong méi truong 1én men MT1 bao gdm céc thanh phén
tinh theo (g/lit): 30 glucoza; 50 maltoza; 15 bot ngd; 1,0 mononatri glutamat va cac
khoang chét (2,0 CaCly; 2,5 CaCOs; 1,0 KH,PO4.3H,0) d6 pH= 7, nudi lic & didu
kién 28°C, 200 vong/phut, trong thoi gian 144 gio; va

ii) c6 kha ning sinh téng hop acarboza cao dat khoang 10,9 g/lit dich 1én men.
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Hinh 3.
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Hinh 7.
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