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(57) Sang ché dé cap dén enzym B-glucosidaza chira mién xuc tac cua p- glucosidaza bao

gom polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.L Sang ché ciing dé cap

dén polynucleotit ma hoa B-glucosidaza nay, vecto bleu hién B-glucosidaza nay, thé bién
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Linh vire ky thuit dwge dé cap

Sang ché dé cap dén enzym B-glucosidaza thu dugc tir ndm sgi Acremonium
cellulolyticus. Cu thé hon, sang ché dé cép dén B-glucosidaza thé hé méi, polynucleotit
mé héa B-glucosidaza nay, vecto biéu hién B-glucosidaza nay, thé bién nap chtra vecto
biéu hién nay, va phuwong phép san xuat sin phim phan giai xenluloza bang B-glucosidaza
nay.

Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Gén day, viéc phat trién cac ngudn ning lugng thay thé ddu mo 1a vén dé rit quan
trong, do cdc  quan ngai lién quan dén viéc cung cip ning lugng cho céc thiét bi vén tai,
nhu sy ting gia ddu va nguy co can kiét ddu khi trong twong lai gan, ciing nhu cic van dé
v& méi trudng nhu trai dat néng 1én va 6 nhiém bau khi quyén. Sinh khéi thuc vat hoac
lignoxenluloza, 12 ngudn ning luong tai tao phong phu nhét trén trai dat, dugc méng doi
1a ngudn ning lrgng thay thé cho diu mé. Céc thanh phén chinh trong phin kho ctia sinh
khdi nay bao gbm céc polysacarit nhu xenluloza, hemixenluloza, va lignin. Vi du, cac
polysacarit dugc st dung lam nhién liéu sinh héc hodc ngﬁyén li€u hoa hoc thd, sau khi
dugc thuy phan thanh cidc monosacarit nhu glucoza hodc xyloza bdi cic glycosit

hydrolaza c6 tén chung la cic enzym xenlulaza.

Do d6, trong linh vuc ning luong sinh hoc, rit cin phat tridn nhiéu enzym
xenlulaza c¢6 hoat tinh manh dé thuc hién mét cach hiéu qua qué trinh thiy phin enzym

sinh khoi chira xenluloza.

Lignoxenluloza 12 hop chit ¢6 cAu tric rit phic tap, nén rt khé c6 thé phan giai
dugc bang mét enzym phan gidi xenluloza duy nhit. Qua trinh phan giai lignoxenluloza
thanh duong can it nhit ba loai enzym: endoglucanaza (xenlulaza hoic
endo-1,4-B-D-glucanaza, mi s EC 3.2.1.4) phan cit mdt cach ngiu nhién & céc vi tri bén
trong mach xenluloza, xenlobiohydrolaza (1,4-B-xenlobiosidaza hodc xenlobiohydrolaza,

mi sb EC 3.2.1.91) d6ng vai trd nhu mot exo-xenlulaza phan cit & cac ddu khir hoac céc
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diu khong khir cia mach xenluloza va gidi phéng sin phdm chinh xenlobioza, va
B-glucosidaza (mi s6 EC 3.2.121) thity phan xenlobioza thanh glucoza. Ngoai ra, can ¢
hén hgp thich hop chira nhiéu enzym bao g0m xylanaza (endo-1,4-B-xylanaza, mi s6 EC

3.2.1.8) 12 hemixenlulaza va cdc enzym phan gii thanh té bao thuc vat khéc.

Hién nay, da phan 14p dugc ching ndm sgi Acremonium cellulolyticus san sinh
xenlulaza thiy phan c6 hoat lyc cao, va hai gen ma héa xenlobiohydrolaza, 3 gen ma hoa
B-glucosidaza va 7 gen ma héa endoglucanaza (xem, Tai liéu Patent 1). Endoglucanaza 1a

mdt trong sb cac glycosit hydrolaza tham gia vdo qué trinh san sinh monosacarit bang

‘cach phan cit ngiu nhién va phén giai xenluloza hodc lignoxenluloza nhu hemixeniuloza.
Tai liéu vién din
Tai liéu Patent 1: Pon Cong bd Patent chua thim dinh Nhat Ban, sé 2010-148427
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Muc dich ciia sang ché 1a dé cap dén enzym B-glucosidaza thu duoc tir ndm soi
Acremonium cellulolyticus, polynucleotit md hoa B-glucosidaza niy, vecto biéu hién
- B-glucosidaza nay, thé bién nap chua vecto biéu hién nay, va phuong phéap san xuét san

phim phan giai xenluloza bang B-glucosidaza nay.

Tir két qua nghién ciru phat trién enzym xenlulaza thé hé méi c6 hoat tinh manh,
céc tAc gia sang ché dd phén l4p va xé4c dinh duoc gen ma héa xenlulaza thé hé méi tir
nam soi Acremonium cellulolyticus, nht d6 thyc hién dugc sang ché nay. Cu thé, séng

ché dé cap dén cac phuong 4n sau:

1. Enzym B-glucosidaza chita mién xic tic cla B-glucosidaza bao gdm: (A)
polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1; (B) polypeptit c6 hoat
tinh B-glucosidaza c6 trinh tu axit amin thu dugc bang cach loai bo, thay thé hoac bd
sung mot hodc nhidu axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1; hoic
(C) polypeptit c6 trinh ty axit amin c6 d6 trong ddng véi trinh ty axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO.1 bang 92% hodc cao hon, va c6 hoat tinh B-glucosidaza.

Cu thé, sang ché @ cdp dén enzym B-glucosidaza chira mién xuc tic cia
B-glucosidaza bao gdm polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1.

2. Enzym f-glucosidaza theo phuong an 1, trong d6 enzym nay cé hoat tinh
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B-glucosidaza & d6 pH nim trong khoang tir 3,0 dén 5,5 va nhiét d6 ndm trong khoang tir
30°C dén 60°C va sir dung co chit 1a p-nitrophenyl B-D-glucopyranosit.

3. Polynucleotit chita ving ma hoa mién xuc tic cla B-glucosidaza bao gdm: (a)
trinh tyr bazo ma hoéa polypeptit chira trinh tyr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1; (b)
trinh tir bazo ma hoa polypeptit c6 trinh ty axit amin thu duoc bang cach loai b, thay thé
hoidc bd sung mdt hoic nhiéu axit amin trén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.1I, va ¢6 hoat tinh B-glucosidaza; (c) trinh tu bazo ma hoa polypeptit c6 trinh tu axit
amin c¢6 d6 twong ddng véi trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 bing 92%
hodc cao hon, va c6 hoat tinh B-glucosidaza; hodc (d) trinh tu bazo chira polynucleotit lai
héa véi polynucleotit ¢6 trinh tyr bazo nhu néu trong SEQ ID NO.2 & didu kién nghiém
ngdt, va ma hoa polypeptit cé hoat tinh B-glucosidaza.

Cu thé, sang ché d& cap dén polynucleotit chira ving mi héa mién xuc tac cla
B-glucosidaza chira trinh tu bazo md héa polypeptit chtra trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.1.

4. Vecto biéu hién, trong d6 vecto nay chira polynucleotit theo phuong 4n 3, va c6

khé néng bidu hién polypeptit c6 hoat tinh p-glucosidaza & t& bao vat chi.
5. Thé bién nap, trong d6 thé bién nap nay chira vecto biéu hién theo phuong én 4.
6. Thé bién nap theo phuong 4n 5, trong d6 thé bién nap nay 14 sinh vat nhén that.
7. Thé bién nap theo phuong 4n 5, trong d6 thé bién nap nay 14 ndm soi.

8. Phuong phéap san xuét énzym B-glucosidaza bao gdm budc tao ra polypeptit co
hoat tinh B-glucosidaza trong thé bién nap theo phuong 4n bat k¥ trong sb cac diém tir 5
dén 7.

9. Hon hop xenlulaza chira enzym B-glucosidaza theo phuong an 1 hodc 2 hoic
enzym PB-glucosidaza thu dugc bang phuong phép theo phuong 4n 8, va it nhit mét loai

xenlulaza khéc.

Cu thé, sang ché dé cép dén hén hop xenlulaza chtra enzym B-glucosidaza theo
sang ché.

10. Phuong phap san xut sin phdm phan gidi xenluloza bao gdbm budc tao ra san

pham phan giai xenluloza bang cich cho nguyén liéu chtra xenluloza ti€p xtic véi enzym

-4-
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B-glucosidaza theo phuong 4n 1 hodc 2 hodc enzym B-glucosidaza thu dugc bing phuong

phép theo phuong an 8.

Cu thé, sang ché dé cap dén phuong phép san xuét san phdm phén giai xenluloza
bao gdm budc tao ra san pham phén giai xenluloza bing cach cho nguyén li€u chira

xenluloza tiép xdc v6i hdn hop xenlulaza theo sang ché.

11. Phuong phép theo phuong 4n 10, trong d6 phuong phdp niy con bao gdm

budc cho nguyén liéu chita xenluloza ti€p xtc véi it nhat mot loai xenlulaza khéc.

12. ‘Phuong phép theo phuong 4n 10, trong d6 phuong phap nay con bao gébm
bude cho nguyén liéu chira xenluloza tiép xic véi xenlobiohydrolaza chira trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.12 va endoglucanaza chira trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.13.

13. Phuong phép theo phuong an 10, trong d6 phuong phép nay con bao gdm
budce cho nguyén lidu chira xenluloza tiép xtc vé6i xenlobiohydrolaza chira trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.12, endoglucanaza chira trinh tu axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO.13, va it nhit mét loai hemixenlulaza.

Enzym B-glucosidaza theo sang ché 1a B-glucosidaza thé hé méi thu duge tir nAm
sqi Acremonium cellulolyticus. Do enzym ndy c6 hoat tinh hydrolaza déi v6i xenluloza,

nén né dic biét hitu dung dé dung trong xir Iy thity phan sinh khéi chtra xenluloza.

Ngoai ra, polynucleotit, vecto biéu hién chira polynucleotit ndy, va thé bién nap
chira vecto biéu hién theo sang ché 1a hitu dung dé san xuét enzym [-glucosidaza theo
sang ché.

M5 t4 vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién két qué phéan tich dién di trén gel SDS-PAGE clia miu enzym
B-glucosidaza (BGL) dugc mo ta & Vi du 1.

Fig.2 thé hién sic ky 6 HPLC ciia dich thiiy phan thu dwgc tir qua trinh xir 1y than
- va 14 cly ngd sau thu hoach bing ché phdm enzym dugc m6 tad & vi du 1véi cac phan
doan thu dugc & thoi gian lvu ndm trong khoang tir 10 phut dén 16 phut.

Fig.3 thé hién sic ky d6 HPLC cua dung dich phan Gng trude va sau khi thuc

hién phan tmg enzym BGL dugc md ta & vi du 1 bang cach sir dung co chat 1a xenlobioza
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v6i cac phan doan thu dugc & thoi gian luu ndm trong khoang tir 9 phut dén 15 phit.

Fig.4 thé hién sic ky d6 HPLC cua dung dich phan Ung trudc va sau khi thuc
hién phéan tmg enzym BGL dugc m6 t& & vi du 1 bang céch st dung co chét 1a xylobioza

v6i cac phan doan thu duge & thdi gian lru ndm trong khoang tir 9 pht dén 15 phit.
M5 ta chi tiét sang ché
Enzym B-glucosidaza theo sang ché

Céc tac gia sang ché di phan lap va xac dinh dugc gen mi hoa B-glucosidaza thé
hé méi tir ANDbs (ADN bd sung) duoc téng hop bang phan ung phién ma nguoc vai
khudn 1a ARNtt (ARN thdng tin) phan 1ap duoc tir ndm soi Acremonium cellulolyticus,
gen nay duoc viét tit 1a gen BGL, va B-glucosidaza dugc mi hoa bing gen nay duge viét
tat 1a enzym BGL. Trinh ty axit amin cia BGL dugc thé hién trong SEQ ID NO.1, va
trinh ty bazo ma héa BGL (trinh ty bazo ctia ving mang mi di truyén ctia gen BGL) dugc
thé hién trong SEQ ID NO.2.

Nhin chung, & protein ¢6 mot s6 hoat tinh sinh hoc, thi mdt hodc hai hoic nhiéu
axit amin c6 thé duoc loai bo, thay thé, hoic bd sung ma khong 1am giam hoat tinh sinh
hoc cua protein nay. Theo d6, & BGL mot hodc hai hodc nhiéu axit amin cling c6 thé duoc
loai bo, thay thé, hoic bd sung ma khong lam giam hoat tinh cia B-glucosidaza.

Theo khia canh thir nhit, sang ché d& cap dén enzym P-glucosidaza chtra mién xtic
tac ciia B-glucosidaza bao gdm mét trong sb cac polypeptit tir (A) dén (C) duge chi ra
dudi day:

(A) polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1;

(B) polypeptit co trinh ty axit amin thu dugc bang cach loai b, thay thé hoic bd
sung mot hodc nhiéu axit amin trén trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va c6
hoat tinh B-glucosidaza; hoic

(C) polypeptit c6 trinh ty axit amin c6 d§ twong ddng véi trinh ty axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.1 bing 92% hoic cao hon, va ¢6 hoat tinh B-glucosidaza.

Thuat ngft “loai bo axit amin trén polypeptit”duge dung trong ban mé ta nay dé

chi sy loai bé (hodc x6a bd) doan axit amin chira polypeptit.



23430

Thuat ngit “thay thé axit amin trén polypeptit” duge diung trong ban mé ta nay dé

chi su thay thé axit amin chta polypeptit bing mot axit amin khac.

Thuat ngir “bd sung axit amin trén polypeptit” duge dung trong ban mé ta nay dé

chi su chén axit amin méi vao polypeptit.

Tét hon néu, trong polypeptit & muc (B) s Irgng axit amin duge loai bd, thay thé
hozc bd sung trén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 nim trong khoang tir 1
dén 20, t6t hon nita néu ndm trong khoang tir 1 dén 10 va con t6t hon nita néu ndm trong
khodang tir 1 dén 5. Khong cé gidi han cu thé vé vi tri ctia cac axit amin dugc loai bd, thay
thé, hodc bd sung trén mdi trinh tu axit amin mién 1a polypeptit ndy chira trinh ty axit
amin trong d6 cac axit amin da dugc loai bd, thay thé, hodc bd sung van duy tri duge hoat

tinh B-glucosidaza.

Khong c6 gi6i han cu thé vé d6 trong ddng cua polypeptit & muc (C) v6i trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 mién 1a polypeptit nay c6 d6 trong ddng v6i trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.1 bang 92% hodc cao hon va nhé hon 100%, t5t hon néu
béng 95% hoic cao hon va nhé hon 100%, va tét hon nita néu bz"mg 98% hodc cao hon va
nhd hon 100%.

Do twong ddng trinh ty (d6 trong dong) gitra hai trinh ti axit amin dugce x4c dinh
nhu sau: hai trinh tu axit amin ndy dugc dat canh nhau véi cac khoang tréng & mot sb vi
' fri tinh toan dé chén va loai bd sao cho sé lugng cac axit amin giéng nhau 16n nhét c6 thé
' trung khép, va 4o tuong déng trinh tu dugc tinh 13 ty 1€ phﬁn trdm cla cac axit amin
tring khdp so véi toan bd cac trinh tu axit amin, khéng bao gdm céc khoang trdng, theo
cach sip xép thu duge. P tuong dong trinh ty gitra cac trinh tu axit amin c6 thé dugc
- x4c dinh bing cac phin mém tra ciru do twong déng da biét trong linh vuc nay. B¢ tuong
ddng ciia cac trinh tu axit amin theo sang ché dugc x4c dinh dya trén sy sap xép thu dugc
tir chtrc ning tring khép téi da ciia phin mém trang ctru d9 tuong ddng, Genetyx Ver.
11.0.

Céc polypeptit & muc (B) va (C) c¢6 thé dugc thiét ké nhan tao, hodic cling c6 thé 1a

thé tuong df‘)ng cua BGL, hodc doan protein ctia nd.

Céc polypeptit & cdc muc tir (A) dén (C) c6 thé dugc tdng hop tuong Ung bang

phuong phép héa hoc dya trén trinh tu axit amin nay, hodc ciing c6 thé duge téng hop

-7-
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bang hé théng biéu hién protein bang cach st dung polynucleotit theo khia canh thir hai
ctia sang ché dugc mo ta du6i day. Ngoai ra, cac polypeptit & muc (B) va (C) ciing c6 thé
duoc tong hop nhén tao dua trén polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.1, bang cach sir dung k¥ thuat t4i td hop gen dé chén cac dot bién axit amin vao.

Co chét ctia enzym B-glucosidaza theo sang ché 14 glucan chira lién két B-glycosit.
Vi du v& co chit cia B-glucosidaza theo sang ché bao gdm xenluloza tinh thé,
carboxymetyl xenluloza (CMC), glucan chira lién két p-1,4 glycosit nhu xenlobioza,
‘glucan chira lién két B-1,3 glycosit va lién két B-1,4 glycosit, va glucan chira lién két

B-1,6 glycosit nhu gentiobioza.

Enzym B-glucosidaza theo sang ché c¢6 hoat tinh B-glucosidaza & nhiét do nam
trong khoang 30°C dén 60°C. T4t hon néu, enzym nay c0 hoat tinh B-glucosidaza ¢ nhiét
d6 nim trong khoang tir 20°C dén 60°C, tét hon nita néu enzym nay cé hoat tinh
B-glucosidaza & nhiét dd ndm trong khoang tir 20°C dén 70°C, va con tét hon nira néu
enzym ndy c6 hoat tinh B-glucosidaza & nhiét d6 nam trong khoang tir 20°C dén 80°C.
Tét hon néu B-glucosidaza theo sang ché c6 hoat tinh B-glucosidaza & nhiét do t6i vu
nam trong khoang tir 25°C dén 55°C, tét hon nita néu & nhiét d6 tdi wu nim trong khoang
tir 35°C dén 55°C, con tét hon nita néu & nhiét d6 toi wu nim trong khoang tir 40°C dén

50°C.

Thudt ngtt “hoat tinh cta B-glucosidaza” dugc dung trong ban mé ta nay dé chi
hoat tinh ma sir dung co chét 13 glucan chta lién két B-glycosit va tao ra monosacarit

bang cach thiy phan co chét nay.

Mic du thay ddi phu thudc vao nhiét do phén mg, nhung d6 pH t6i wu cua
B-glucosidaza theo sing ché nim trong khodng tir 2,0 dén 6,0, tdt hon néu nim trong
khoang tir 2,5 dén 5,5, t6t hon nita néu nim trong khoang tir 2,8 dén 5,5. Tt hon néu,
B-glucosidaza theo sang ché c6 hoat tinh B-glucosidaza & do pH it nhat nim trong khoang
tir 3,0 dén 5,5, tét hon néu & do pH nam trong khoang tir 2,8 dén 6,0, va t6t hon nita néu

& do pH nim trong khoang tir 2,0 dén 6,0.

Ngoai ra, enzym B-glucosidaza theo sang ché con c6 hoat tinh B-glucosidaza trong

mdi trudng axit. Vi du, khi sir dung co chit 1a PNPG (p-nitrophenyl B-D-glucopyranosit),
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thi hoat tinh B-glucosidaza cua B-glucosidaza theo séng ché trong méi truong ¢6 do pH =
3,0 manh hon trong mdi trudng c6 d6 pH = 5,5. Vi dy, khi st dung co chit 1a PNPG
(p-nitrophenyl B-D-glucopyranosit), thi da kiém chimng dugc p-glucosidaza theo sang ché
¢6 hoat tinh manh trong mdi trudng axit ¢6 6 pH nam trong khoang tir 3,0 dén 5,5. Tét
hon néu, enzym pB-glucosidaza theo sang ché c6 hoat tinh phén giai PNPG & do pH nim
trong khoang tir 3,0 dén 5,5 va nhiét d6 30°C, t6t hon néu & dé pH nam trong khoang tir
3,0 dén 5,5 va nhiét do nam trong khoang tir 30°C dén 60°C, va con tét hon nita néu & do

pH nam trong khoang tir pH 3,0 dén 5,5 va nhiét d6 nim trong khoang tir 30°C dén 75°C.

Enzym pB-glucosidaza theo sang ché ciing c6 thé c6 hoat tinh thiy phan xenluloza
khéc véi hoat tinh B-glucosidaza. Vi du vé cac hoat tinh thiy phan xenluloza khac cia
B-glucosidaza theo sang ché bao gdm hoat tinh cia xenlobiohydrolaza, hoat tinh

endoglucanaza va hoat tinh xylanaza.

Enzym B-glucosidaza theo sing ché c6 thé chi chua mién xic tic cua
B-glucosidaza bao gdm mét polypeptit bat ky trong sb cac polypeptit & cac muc tir (A)
dén (C) néu trén, hodc cling c6 thé chira cac ving khéc. Vi du v& cac vung khac nay bao
gdm céc viing khac véi mién xuc tac da biét cta B-glucosidaza. Vi dy, B-glucosidaza theo
sang ché ciing thu dugc bang cach thay thé mién xuc téc da biét cia bang polypeptit & cac

muc tir (A) dén (C) néu trén.

Enzym B-glucosidaza theo sang ché cling c6 thé chira peptit tin hiéu c6 kha nang
van chuyén né dén ving dic hiéu dé khu tra & bén trong té bio, hodc peptit tin hiéu dé
bai tiét ra ngoéi té bao, vi du, & ddu tan cung N hodc déu tan cung C ciia nd. Vi du vé cac
peptit tin hiéu nay bao gdm peptit tin hidu mang ludi ndi chit, peptit tin hiéu van chuyén
nhan va peptit tin hidu bai tiét. Viéc bd sung peptit tin hiéu vao dau tan cing N hodc dau
tdn cing C cla B-glucosidaza néu trén cho phép né duge biéu hién & thé bién nap dé
dugc bai tiét & bén ngoai té bao hodc ndm trong mang ludi ndi chit hodc cac vi tri khac

trong té bao.

Khong c6 gii han cu thé vé peptit tin hiéu mang ludi ndi chit mién 1a peptit nay
¢6 kha nang gitt polypeptit bén trong mang luéi ndi chét, va peptit tin hiéu mang ludi ndi
chét da biét c6 thé dugc st dung thich hop. Vi du vé peptit tin hiéu mang ludi ndi chit

bao gdm peptit tin hiéu chira trinh tr axit amin HDEL, ho#c céc peptit tuong tuy.
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Ngoai ra, céc trinh tu danh diu khéac nhau c6 thé duoc béb sung vao dau tan cung N
ho#c dau tan cing C cia B-glucosidaza theo sang ché, dé co thé tinh ché dé dang va thuan
tién sau khi san xut enzym nay bing hé thdng biéu hién. Vi du v& céc trinh tu danh diu
bao gém céc trinh tu thuong dugce sir dung dé biéu hién hoic tinh ché protein tai tb hop,
nhu trinh ty d4nh ddu His, trinh tu danh ddu HA (hemagglutinin), trinh tu d4nh ddu Myc
hodc trinh trr danh d4u Flag.

Ngoai ra, B-glucosidaza theo sang ché ciing c6 thé chira cac vung chirc nang khac
mién 1 hoat tinh B-glucosidaza thu dugc tir cac polypeptit & cac muc tir (A) dén (C) néu
trén khong bi suy giam. Vi du vé céc ving chirc nang khéc bao gdm ving gin két
xenluloza. Vi du vé viing gin két xenluloza bao 20m ving gin két xenluloza duogc giflr

béi protein da biét hodc viing gin két xenluloza da dugce cai bién thich hop.

Khi B-glucosidaza theo sang ché chira ving chirc ning khéac v6i mién xtc tac cla
B-glucosidaza, viing nay c6 thé nim & phia trude (ddu tan cung N) hoic & phia sau (dau
tan cling C) so véi mién xuc tic cla B-glucosidaza. Ngoai ra, ving chitc ning khac va
mién xdc tic ctia B-glucosidaza c6 thé dugc lién két truc tiép hoic thong qua mdi lién két

c6 chidu dai thich hop.
Polynucleotit ma hoa B-glucosidaza theo sang ché

Theo khia canh thir hai, sing ché @ cap dén polynucleotit ma hoa B-glucosidaza
theo khia canh thir nh4t. Enzym B-glucosidaza nay c6 thé duge tao ra bang hé théng biéu

hién 1a vat chi dugc chén vecto biéu hién chira polynucleotit nay.

Cu thé hon, sang ché dé cép dén polynucleotit chtra ving mi héa mién xuc tic cta
B-glucosidaza bao gdm mot trinh tu bazo bat ky trong sb cac trinh tu bazo tir (a) dén (d)

sau:

(2) trinh ty bazo ma hoéa polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.1;

(b) trinh tw bazo ma hoa polypeptit c6 trinh ty axit amin thu dugce bing cach loai
bo, thay thé hodc b sung mdt hodc nhiéu axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.1, va c6 hoat tinh B-glucosidaza;

(c) trinh ty bazo ma héa polypeptit c6 trinh ty axit amin c6 d twong ddng véi
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trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 biang 92% hoic cao hon, va ¢6 hoat tinh

B-glucosidaza; hodc

(d) trinh ty bazo chira polynucleotit lai hda véi polynucleotit c6 trinh bazo nhu
néu trong SEQ ID NO.2 & cac diéu kién nghiém ngit, va ma hoa polypeptit c6 hoat tinh

B-glucosidaza.

D¢ turong dong giita hai trinh ty bazo dugc x4c dinh nhu sau: hai trinh tu bazo nay
nay dugc dit canh nhau véi cac khoang tréng & mot sb vi tri tinh todn dé cheén va loai bd
sao cho sd lugng céc bazo gidng nhau 16n nhét c6 thé tring khép, va d twong ddng trinh
tu dugc tinh 1a ty 1€ ph?m trdm cua cdc bazo triing khdp so véi toan b céc trinh tu bazo,
khong bao gdm cac khoang tréng, theo cach sap xép thu dugc. Do trong ddng gitra cac
trinh tu bazo c6 thé dugc xac dinh bang cac phin mém tra ctru do tuong ddng da biét
trong linh virc ndy. PO tuong ddng gitra céc trinh tu bazo theo sang ché duoc xdc dinh
dua trén su sap xép thu dugc tir chirc ning tring khép t6i da ciia phdn mém trang ctu do
tuong ddng, Genetyx Ver. 11.0.

Thuat ngir “céac didu kién nghiém ngdt” dugc dung trong ban mo ta dé chi, vi du,
phuong phép thir nghiém dugc mo ta trong tai liéu: NATURE PROTOCOL (VOL. 1, No,
2, p. 518 to 525, cong bd tryc tuyén: 27/06/2006, doi:10.1038/nprot.2006.73). Vi du vé
cac didu kién nay bao gdm cac didu kién dé thuc hién qué trinh lai hoéa bang cach nuéi
cdy trong vai gio dén qua dém & nhiét d6 nim trong khoang tir 40°C dn 65°C trong dung
dich dém lai héa SSC 6x (Thanh phén ctia dung dich SSC 20x: natri clorua 3M, dung
dich axit xitric 0,3M), dung dich Denhardt 5x (Thanh phén cta dung dich Denhardt
100x: 2% khéi luong albumin huyét thanh bd, 2% khéi luong ficoll, 2% khdi luong
polyvinylpyrolidon), dung dich SDS0,5% khdi lugng, va ADN tinh tring c4 hdi
0,1mg/mL.

Do turong ddng cla trinh t bazo theo muc (d) néu trén vdéi trinh tr bazo nhu néu
trong SEQ ID NO.2 bang 88% hoic cao hon va nhd hon 100%, tét hon néu bing 90%
ho#ic cao hon va nhd hon 100%, t6t hon nita néu béng 93% hodc cao hon va nho hon

100%, va con tdt hon nita néu bing 95% hoic cao hon va nhé hon 100%.

Trong c4c trinh ty bazo theo cdc muc tir (a) dén (d) néu trén, tdt hon néu bd ba

~ phén giai c6 tAn suét sir dung cao & vat chi dugc chon lam bd ba phéan giai. Vi dy, trinh
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tu bazo theo muc (a) néu trén c6 thé 1a trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.2 hoac
trinh tu bazo d3 dugc cai bién béng bo ba c6 tin suét st dung cao & véat chu khong lam
bién déi trinh tyr axit amin dugc ma héa (SEQ ID NO.1). Céc bd ba ndy c6 thé duge bién
d6i bang k¥ thuat tai t hop gen da biét.

Polynucleotit c6 trinh ty bazo nhu néu trong SEQ ID NO.2 ¢6 thé dugc téng hop
‘hoéa hoc dua trén thong tin trinh tr bazo, hoic c6 thé 1a vung chira mién xdc tic cua
B-glucosidaza trong gen BGL ctia ndm soi Acremonium cellulolyticus tir tu nhién dugc
v téng hop bang k¥ thuat tai td hop gen. Toan b gen BGL hoic ving chira mién xiic tac
cia B-glucosidaza trong gen BGL c6 thé dugc tong hop, vi du, bang cach thu thap mau
chira Acremonium cellulolyticus tir ty nhién, s dung khudn 1a ADNbs dugc téng hop
bang phan g phién ma ngugc tir khudn 1a ARNtt thu duogc tr miu nim soi néu trén, va
thuc hién phan tmg PCR bang céach sir dung mdi xudi va mdi nguoc dugc thiét ké theo
céc phuong phép da biét dua trén trinh ty bazo nhu néu trong SEQ ID NO.2.

Vi du, céc polynucleotit c6 cac trinh tu bazo theo muc (b), (¢) hoic (d) néu trén c6
thé dugc téng hop nhén tao bang céch loai bo, thay thé hodic bd sung mét hogc hai hoic
nhiéu bazo trong polynucleotit ¢6 trinh ty bazo nhu néu trong SEQ ID NO.2.

Thuét ngtr “loai bo bazo trén polynucleotit” dugc dung trong ban mé ta dé chi su

loai bé (hodc x6a bd) doan nucleotit chira polypeptide.

Thuét ngit “thay thé bazo trén polynucleotit” duoc dung trong ban mo ta dé chi su

thay thé bazo chira polynucleotit bing mot bazo khac.

Thuat ngir “bd sung bazo trén polynucleotit “ dugc dung trong ban md ta dé chi
su chén bazo mdi vao polynucleotit.

Polynucleotit theo sang ché c6 thé chi chua viing mi héa mién xic tic cia
B-glucosidaza, hodc ngoai ving ma héa mién xtic tic ciia B-glucosidaza, polynucleotit
theo séang ché ciing c6 thé chira ving ma héa mot ving chirc néng khéc nhu ving gin két
xenluloza, mdi lién két, cac peptit tin hiéu, hoic trinh tu danh diu khéc nhau.

Vecto biéu hién theo sang ché

Theo khia canh thtt ba, sang ché d& cip dén vecto biéu hién chira polynucleotit

theo khia canh thir hai ctia sang ché, va c6 kha ning biéu hién polypeptit c6 hoat tinh
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B-glucosidaza & té bao vat chi. Theo d6, vecto biéu hién nay la vecto trong d6
polynucleotit theo séng ché dugc két hop vao & trang thai c6 kha ning biéu hién

B-glucosidaza néu trén.

Thuit ngit “vecto biéu hién” dugce ding trong ban mé ta dé chi vecto chita ADN
c6 ving khéi diu, ADN c6 trinh tyr dé két hop ADN khac loai va ADN c6 ving két thic

bét d4u tir doan trinh tu ndm phia truée.

Cu thé hon, catxet biéu hién chira ADN c6 viing khéi dau, polynucleotit theo sang
ché, va ADN c6 ving két thuc can dé két hop vao vecto biéu hién nay bét ddu tir doan
trinh ty nim phia sau. Polynucleotit theo sang ché c6 thé duogc két hop vao vecto biéu
hién nay bing cac ky thuft tai td hop gen da biét. Kit tbng hop vecto biéu hién c6 ban
trén thi truong cling c6 thé duoc sir dung dé két hop polynucleotit theo sang ché vao
vecto biéu hién nay.

Vecto biéu hién ndy c6 thé duge bién nap vao sinh vat nhin so nhu Escherichia
coli hoic ¢6 thé dugc bién nap vao sinh vat nhan thit nhu nAm men, nim soi, t€ bao con
trung da nudi céy, té bao dong vat c6 va da nubi céy hoic té bao thuc vat. Cac vecto biéu
hién tuy y- thuong duoc st dung cho mbi vat chu c6 thé duge sir dung cho cac vecto biéu
hién nay.

Tt hon néu, vecto biéu hién theo séng ché dugc bién nap vao sinh vat nhin so
hodc vecto biéu hién dugc bién nap vao sinh vat nhan thit nhr nim men hodc nim so1,
tdt hon nita néu vecto biéu hién theo sang ché dugc bién nap vao sinh vat nhéan that, con
t6t hon nita néu vecto biéu hién theo sang ché dugc bién nap vao ndm éqi, va van tdt hon
nita néu vecto biéu hién theo sang ché dugc bién nap vao ndm Aspergillus. Viéc st dung
hé thong biéu hién & sinh vat nhan so hojc sinh vét nhan that ¢ thd d& dang tao ra
B-glucosidaza theo sang ché véi ning suét cao. Ngoai ra, do enzym B-glucosidaza chira
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 vén c6 sén trong ndm soi Acremonium
cellulolyticus, nén né c6 thé dugc tdng hop v6i cac dic tinh gibng hét nhu cia
B-glucosidaza tyr nhién bing cach biéu hién B-glucosidaza bang hé thng biéu hién cua

cac sinh vat nhan thit nhu nam soi.

Tét hon néu, ngoai polynucleotit theo khia canh tht hai, vecto biéu hién theo séng

ché ciing mang gen khang thudc. Do diéu nay s& gitip cho d& dang sang loc sinh vét cha
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da dugc bién nap vecto bieu hién va sinh vat chi chua duge bién nap. Vi du vé cic gen
khang thuoc bao gom gen khing ampicilin, gen khang kanamycin, gen khang

hygromycin, hodc cac gen khang thudc trong tu.
Thé bién nap theo sang ché

Theo khia canh tht tr, sang ché dé cip dén thé bién nap chira vecto biéu hién theo
khia canh thit ba. Enzym B-glucosidaza theo sang ché c6 thé dugc bidu hién & thé bién
nap nay. Enzym B-glucosidaza theo sang ché c¢6 thé duoc biéu hién & nhidu vat chi nhu

Escherichia coli, nam men, nam sg¢i hodc luc lap cia thyc vat bac cao.

Khéng c6 giéi han cu thé vé phuong phap dugc st dung d tao ra thé bién nap
' bé.ng cach st dung vecto biéu hién, va qué trinh téng hop ¢6 thé dugce thuc hién theo
phuong phép théng thuong dugc sir dung dé tao ra thé bién nap. Vi du v& cac phuong
phap niy bao gbm phwong phip PEG (polyetylen glycol)-canxi, phuong phép
Agrobacterium, phuong phép sting gen, phuong phép dién di, va cac phuong phép tuong
tur. Trong s6 d6, khi vét cha 13 ndm soi, thi phuong phap PEG-canxi hoidc phuong phap

Agrobacterium dugc uu tién.

Khi vét chi 1a sinh vét nhan so, nam men, nam sgi, t€ bao cbn tring da nudi ciy
hodc t€ bao dong vat c6 vii dd nudi cay va céc t& bao tuong ty, thi thé bién nap thu duge
theo sang ché c6 theé dugc nuoi cay bang cac phuong phap tuong tu duge sir dung dé nudi

cdy vat chu nay trudce khi bién nap.

Tét hon néu, sinh vat nhan that nhu nAm men, nAm soi, t& bao con trung da nudi
céyvhoeflc té bao dong vét c6 va da nudi cly va cac té bao twong tu dugc st dung lam vat
chu duoc két hc_i*p véi vecto biéu hién. Do cac dot bién glycosyl hoa dugc thuc hién trén
cé4c protein ¢ sinh vat nhan that, nén viéc st dung thé bién nap 1a sinh vt nhén that c6 thé
tao ra B-glucosidaza c6 d6 én dinh nhiét cao hon so véi viéc sit dung thé bién nap 14 sinh
vt nhan so. Dic biét, khi thé bién nap la nim soi nhu 1a Aspergillus va sinh vit nhan that
nhu ndm soi hodc nAm men, thi c6 thé d& dang tao ra dugc B-glucosidaza c6 do 6n dinh

nhiét cao va nang suat 16n.

Trong thé bién nap theo sang ché, cat-xet dé biéu hién B-glucosidaza theo sang ché
thu duoc tir vecto biéu hién theo khia canh thir ba c6 thé dugc két hop vao bd gen hoac

c6 thé nam dgc 14p & bén ngoai bd gen.
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Phuong phép sén xuit enzym B-glucosidaza theo sang ché

" Theo khia canh th nim, sang ché d& cap dén phwong phap san xuit enzym
B-glucosidaza trong thé bién nap néu trén. Enzym B-glucosidaza theo sang ché c6 thé
duoc biéu hién dn dinh trong thé bién nap dugc tao ra b?mg cach str dung vecto biéu hién
trong d6 polynucleotit theo khia canh thir hai dugc két hop vao & phia sau viing khoi dau
khong c6 kha niang kiém soét tin xudt biéu hién va céc yéu t6 tuong tu. Mit khac, bing
cach thyuc hién qua trinh xit Iy cam Gng thich hop trén thé bién nap da tao ra vung khéi
d4u c6 thé cam tmg biéu hién theo hop chét hodc nhiét d6 cu thé va cac didu kién tuong

ty, trong cac diéu kién twrong Gmg dé bidu hién B-glucosidaza & thé bién nap mong mudn.

Khong c6 gi6i han cu thé vé cic phwong phap chiét xudt hoic tinh ché
B-glucosidaza tir thé bién nap néu trén mién 1a phuong phép nay khong lam giam hoat
~ tinh cla B-glucosidaza, va qu4 trinh chiét xuit c6 thé dugc thuc hién theo phuong phép
chiét xuét polypeptit théng thudng tir cac té bao hogic md sinh hoc. Vi du v& mot phuong
phéap chiét xuit ndy bao gdm buéc ngam thé bién nap néu trén vao dung dich dém thich
hop dé chiét xuét B-glucosidaza, sau d6 phan tach dich chiét va phan ba rén. Tét hon néu
dung dich dém nay chtra chét 1am tdng do tan nhu chét hoat dong bé mit. Khi thé bién

nap 1a thuc vét, thi thé bién nap c6 thé dugc cét hodc nghién so bd trude khi ngdm vao
| dung dich dém. Ngoai ra, phuong phép phan tach ran-1ong da biét c6 thé dugc st dung dé
phan tach dich chiét va phan b3 rin, nhu phuong phap loc, loc nén, tach ly tdm, va thé
bién nap c6 thé dugc &p trong khi van dugc ngam trong dung dich dém chiét xuét. Enzym
B-glucosidaza trong dich chiét c6 thé duoc tinh ché bing cac phuong phap da biét nhu két

tinh, si€u loc hoac sac ky.

Khi B-glucosidaza theo sang ché da dugc biéu hién & trang théi chia peptit tin
hiéu bai tiét trong thé bién nap néu trén, sau khi nudi chy thé bién nap nay, c6 thé d& dang
va thuan tién thu dugc dung dich nuéi ciy chira B-glucosidaza biang cach thu hdi phan
dich ndi nuéi ciy tir canh treong thu duge ma khong chira thé bién nap. Ngoai ra, khi
B-glucosidaza theo sang ché chira trinh ty d4nh ddu nhu trinh tu danh déu His, c6 thé da
dang va thuan tién tinh ché B-glucosidaza chira trong dich chiét hodc phén dich ndi nudi

chy co thé dugc tinh ché bang phuong phép séc ky 4i luc st dung trinh ty d4nh d4u nay.

Tuc 13, phuong phap san xudt enzym B-glucosidaza theo sang ché bao gbm budc
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san sinh B-glucosidaza trong thé bién nap theo khia canh tht tu, chiét xuét va tinh ché

B-glucosidaza néu trén tir thé tiép hop nay, néu mubn.
Hdn hop xenlulaza theo sang ché

Theo khia canh thir sau, sang ché d& cip dén hén hgp xenlulaza chita enzym
B—glucosidaza theo khia canh thir nhit hodc B-glucosidaza thu dugc bing phuong phép
san xuét enzym B-glucosidaza theo khia canh tht nim, va it nhét mot loai xenlulaza khac.
Enzym B-glucosidaza thu duge bang phuong phép san xudt enzym P-glucosidaza theo
khia canh thir nim c6 thé & trang thai ndm trong thé bién nap theo sang ché hodc c6 thé
dugc chiét xuit hogc tinh ché tir thé bién nap ndy. Glucan chtra lién két B-1,4 glycosit nhu
“xenluloza ¢6 thé duge phan giai mot cach higu qua hon bang B-glucosidaza theo sang ché

& dang hdn hop véi cac xeniulaza khéc.

Khong c6 gidi han cu thé vé xenlulaza khac véi B-glucosidaza chira trong hén hop

xenlulaza néu trén mién 1a né c¢6 hoat tinh thily phan xenluloza.

Vi du v& cac xenlulaza khac véi B-glucosidaza theo sang ché chira trong hdn hop
xenlulaza ndy bao gébm hemixenlulaza nhu xylanaza hodc B-xylosidaza, endoglucanaza,
xenlobiohydrolaza, hodc cdc enzym tuong tu. Tét hon néu, hdn hop xenlulaza theo sang
ché chira it nhét mot hemixenlulaza va xenlobiohydrolaza, va t6t hon nita néu hdn hop
nay chita ca hemixenlulaza 1dn xenlobiohydrolaza. Pic biét, t6t hon néu hén hop néy
chira it nhit mot hodc nhidu xenlulaza dugc chon tir nhom bao gém xylanaza,
B-xylosidaza, endoglucanaza va xenlobiohydrolaza, va t&t hon nita néu hdn hop nay chira

toan bg cac enzym xylanaza, B-xylosidaza, endoglucanaza va xenlobiohydrolaza.
Phuong phap san xuit san phém phan gidi xenluloza theo sang ché

Theo khia canh thir bay, sang ché d& cap dén phuong phap san xuit san phim phan
gidi xenluloza dé thu dwoc san phdm phan giai xenluloza bang B-glucosidaza theo sang
ché. Cu thé hon, san phim phan giai xenluloza dugc tao ra bing cach cho nguyén liéu
chita xenluloza tiép xtic véi p-glucosidaza theo khia canh thir nhat, thé bién nap theo khia
canh thtr tu hodc B-glucosidaza thu dugc bing phuong phap san xudt enzym

B-glucosidaza theo khia canh thir nim.

Khoéng c6 giéi han cu thé vé nguyén liéu chira xenluloza mién 12 n6é chia
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xenluloza. Vi du vé& nguyén liéu nay bao gdm sinh khdi xenluloza nhu ¢é hogic chét thai
nong nghiép va gidy da qua st dung. Tét hon néu, nguyén li¢u chira xenluloza dugc xit 1y
co hoc nhur nghién hodc bam nho, xir ly héa hoc nhur xir 1y bang axit hodc kiém, hodc xt
Iy ngdm hodc hoa tan vao dung dich dém thich hop trudc khi cho tiép xtc véi

B-glucosidaza theo sang ché.

- Cac diéu kién cta phan tng thiy phén xenluloza bdi B-glucosidaza theo sang ché
1a cac diéu kién cho phép enzym nay thé hién duoc hoat tinh cia B-glucosidaza. Tét hon
néu phan g thity phén xenluloza dugc thyc hién ¢ nhiét do nim trong khoang tir 20°C
vdé'n 60°C va & d6 pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,0 va tdt hon nita néu phan Ung nay
dugc thyc hién & nhiét dd nim trong khoang tir 25°C dén 55°C va & do pH nim trong
khoéng tir 4,0 d&n 6,0. Thoi gian ciia phéan g thity phan xenluloza duoc didu chinh mot
céch thich hop theo nhiéu yéu t& nhu loai nguyén liéu chtra xenluloza cin thiy phén,
phuong phap xir ly so bo hodc lugng nguyén liéu dugce sir dung. Vi du, phén tng thiy
phan xenluloza c6 thé duoc thuc hién trong khoang tlr 10 phut dén 12 gio.

Ngoai B-glucosidaza theo sang ché, tét hon néu it nhit mot loai xenlulaza khac
dugc str dung trong phan tng thily phan xenluloza. Céc xenlulaza gidng nhu cac enzym
chira trong hdn hop xenlulaza néu trén c6 thé duoc st dung 1am cac xenlulaza khéac nay,
- va tdt hon néu cac enzym nay la xenlulaza bn dinh nhiét, c6 hoat tinh & nhiét do6 nam
trong khoang tir 20°C dén 60°C va & do pH nim trong khoéng tir 4,0 dén 6,0. Ngoai ra,
hdn hop xenlulaza theo khia canh thir sau c6 thé duoc st dung trong phuong phap san
xuéit sin phdm phan giai xenluloza thay cho B-glucosidaza theo khia canh thir nhét, thé
bién nap theo khia canh tht tu, hodc B-glucosidaza thu dugc bing phuong phép san xuét

enzym f-glucosidaza theo khia canh thir nim.
Vi du thiye hién sang ché

Sang ché s& duge mo ta chi tiét hon thong qua céc vi du dudi ddy, tuy nhién pham

vi ctia sang ché khong chi gi6i han & cac vi du nay.
Vidul
(1) Thiét ké vecto biéu hién Aspergillus BGL

Chiét xuit ADN bd gen ctia Acremonium Cellulolyticus
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Chung Acremonium cellulolyticus H1 (do International Patent Organism
Depository of the National Institute of Technology and Evaluation cung cip, sb truy cap:
FERM BP-11508, dugc ky hiéu 1a “ching H1”) dugc cdy vao moéi trudong thach PDB
(moi truong dia thach duge diéu ché bing cach bd sung 1,5% (kl/tt) agaroza vao moi
truong PDA (bang cach sir dung canh truong Difco PDA)), sau d6 nudi ciy trong 1 tudn
& nhiét d 30°C. Céc té bao ndm thu duoc duge ciy vao moi trudng PDA sau khi cit cac
dia thach chira cac té bao da c6 dudng kinh bing Smm, tiép theo nudi chy lic & nhiét do
- 30°C va técrdcf) lic bang 130 vong/phit. Thu 14y cac té bao ndm bing cach ly tdm moi
truong nudi cdy trong 10 phit & tdc do bang 15000 vong/phit va rira hai 1in bang moi

truong PDA.

Céc hat tir dugc nap vao éng nhwra c¢6 dung tich 2mL chita mAu té bao ndm néu
trén, va mau té bao nim nay dugc nghién ba l4n, mdi l4n trong 90 gidy bing may nghién
bi (tén thiét bi: Shake Master, Bio-Medical Science Co., Ltd.), sau d6 chiét xudt ADN
bang kit Nucleon (Amersham Corp.).

Giai trinh ty ADN b0 gen ctia Acremonium cellulolyticus BGL

Trinh ty ma héa BGL (SEQ ID NO.3) dugc khuéch dai bing phan tng PCR sit
dung khudn 12 ADN bd gen thu dugc néu trén va doan mdi c6 trinh ty bazo nhu néu trong
SEQ ID NO.4, doan mdi ¢6 trinh ty bazo nhu néu trong SEQ ID NO.5 dugc thé hién
trong Bang 1, va ADN polymeraza (nhan hiéu: KOD-Plus, Toyobo Co., Ltd.). Phan ting
PCR bao gdm mét chu ky thyc hién trong 2 phut & nhiét d¢ 94°C, 30 chu ky trong 20
gidy & nhiét do 96°C, trong 30 gidy ¢ nhiét do 60°C va trong 5 phut & nhiét do 72°C. San
pham PCR dugc tinh ché bang Kit QIAquick PXR (Qiagen Inc.).

Giai trinh ty ADNbs cta Acremonium Cellulolyticus BGL

Céc té bao ndm dugc didu ché bing phwong phap dugc mo ta trong phan Chiét
xudt ADN bé gen ciia Acremonium Cellulolyticus. Tiép theo, cac hat tir dugc nap vao éng
nhya c¢6 dung tich 2mL chira mAu t& bao ndm néu trén, va miu t& bao ndm nay dugc
nghién ba lan, mdi ldn trong 90 gidy bing may nghién bi (tén thiét bi: Shake Master,
Bio-Medical Science Co., Ltd.), sau d6 chiét xuit ARN bing kit Isogen II (Nippon Gene
Co., Ltd.). ADNbs dugc téng hop tir ARN chiét xuét duoc bang kit téng hop ADNbDs
(nhén hi¢u: SMARTer™ RACE cDNA Amplification Kit, Clontech Laboratories, Inc.).
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ADNDs thu dugc duge gidi trinh tir va trinh tur thu dugc (SEQ ID NO.2) dugc so sénh véi
trinh tr ADN bd gen cua Acremonium Cellulolyticus (SEQ ID NO.3) dé xac dinh céc

doan intron.
Téng hop vecto E. coli pBR-niaD chira gen niaD

Phan tng PCR dugc thuc hién theo cung céach thirc dé khuéch dai ADNbs ma héa
BGL, khdc biét & ché sit dung khuén 12 ADNbs bd gen cua ching Aspergillus oryzae
RIB40 (do National Institute of Technology and Evaluation cung cdp, ma NBRC: 100959,
duge ky hiéu 1a “ching RIB40”), doan mbi c6 trinh ty bazo nhu néu trong SEQ ID NO.6
va doan mdi ¢ trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.7 dugc thé hién trong Bang 1 dé
khuéch dai ADNbs chita gen niaD ma héa nitrat reductaza thu dugc tr Aspergillus

oryzae.

Sau khi phan cét san phim khuéch dai PCR thu dugc va plasmit pBR322 cua
E.coli (Takara Bio Inc.) bing cdc enzym gi6i han Aval va Ndel & nhiét d 37°C, cac san
phim phan cit duoc phén tach bang cach dién di trén gel agaroza, va bang dich duoc cit,
sau d6 chiét xuit va tinh ché tir manh gel nay bang Kit chiét xuét gel QIAquick (Qiagen
Inc.) & thu dugc cic doan ADNbs da duoc cét bang enzym gi6i han cia plasmit pBR322
va gen niaD. Sau d6, cac doan ADN nay dugc ndi véi nhau bang Kit néi ADN (Takara
bBio Inc.) va céc doan ADN nay dugc bién nap vao chung E.coli IM109 (dugc ky hiéu 1a
“chiing IM109”). Két qua, thu dugc thé bién nap chtra plasmit pBR-niaD (plasmit chira
doan ADNbs cuia gen niaD dugc chén & gitta cac doan dugc cit biang cac enzym gi6i han
~ Aval va Ndel ctia plasmit pBR322). |

Bién nap ving két thic agdA vao pBR-niaD

Phén tmg PCR dugcc thuc hién theo cing cach thire @ khuéch dai ADNbs ma hoa
BGL, khac biét & chd sir dung khudn 1a ADN b gen ciia chiing Aspergillus oryzae RIB40,
doan mdi ¢6 trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.8 va doan mdi c6 trinh tu bazo nhu
néu trong SEQ ID NO.9 dugc thé hién trong Bang 1 d& khuéch dai ADNbs chtra ving két
thiic ciia gen agd4 thu dugc tir Aspergillus (ciing duge goi 1a “ving két thiic agd4™).

Sau khi phan cit sin phdm khuéch dai PCR thu dugc va plasmit pBR-niaD bang
cac enzym han ché Sall va Aval & nhiét d6 37°C, thu dugc cac doan ADNbs da duoc cét

bang enzym gi6i han cia pBR-niaD va viing két thic agd4 tir san phim phén cit nay
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theo cach thirc giéng nhu quy trinh tdng hop plasmit pBR-niaD néu trén, va cic doan
ADN nay dugc lién két v&i nhau va bién nap vao ching IM109 dugc. Két qua, thu dugc
thé bién nap chira plasmit pBR-agdAT-niaD (plasmit chita doan ADNbs ciia ving két
thiic agd4 dugc chén & gifta cac doan dugc cit bang cic enzym gi6i han Sall va Aval ctia
pBR322-niaD).

Bién nap ving khoi ddu enoA vao pBR-agdAT-niaD

Phan (g PCR duogc thuc hién theo cliing céach thirc dé khuéch dai ADNbs ma hoa
BGL, khéc biét & chd st dung khuon 12 ADN bd gen cia ching Aspergillus oryzae
RIB40, doan mdi c6 trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.10 va doan mdi ¢6 trinh tur
bazo nhu néu trong SEQ ID NO.11 dugc thé hién trong Bang 1 dé khuéch dai ADNbs
chtra viing khéi dau ctia gen enoA thu dugc tir Aspergillus (cling dugce goi 1a “vung khoi

dau enoA4”).

Sau khi phan cét san phdm khuéch dai PCR thu dugc va plasmit pBR-agd AT-niaD
bﬁng cac enzym han ché Nhel va Sall & nhié¢t d6 37°C, thu dugc cdc doan ADNbs da
dugc cit bing enzym gii han cia plasmit pBR-agdAT-niaD va ving khoi ddu enod tir
san phdm phan cit nay theo cach thuc gidng nhu quy trinh tong hop plasmit plasmit
pBR-niaD néu trén, cac doan ADN nay dugc lién két véi nhau va bién nap vao ching
IM109. Két qua, thu duoc thé bién nap chira plasmit pBR-enoAP-agdAT-niaD (plasmit
chtra doan ADNDs ctia viing khoi ddu enod dugc chén & gifta c4c doan dugc cit bing cac

enzym gidi han Nhel va Sall cla plasmit pBR322-agdAT-niaD).

Béang 1
SEQ ID NO. Trinh tw bazo
4 TCCTCCAAGTTACCCATGGCGGGAGGAATA
5 CGCTTCGTCGACCCCTCAGGCACTCTCACA
6 ATGCTCGGGAGCTTTGGATTTCCTACGTCTTC
7 ATGCATATGTCGAGAGTGTTGTGTGGGTCAACG
8 ATGGTCGACGAAGCGTAACAGGATAGCCTAGAC
9 ATGCCCGAGAGTAACCCATTCCCGGTTCTCTAG
10 ATGGCTAGCAGATCTCGCGGCAGGGTTGAC
11 ATGGTCGACCCCGGGTAACTTGGAGGACGGAAGAAAAGAG

Bién nap AND b gen BGL vao pBR-enoAP-agdAT-niaD

Trudc tién, sau khi phan cét plasmit pBR-enoAP-agdAT-niaD bing enzym gi6i
han Sall ¢ nhi¢t 46 30°C, thu dugc doan pBR-enoAP-agdAT-niaD dugc xtt 1y béng Smal
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tir san phdm phén cit nay theo cach thuc gidng nhu quy trinh tdng hop plasmit pBR-niaD

néu trén.

Doan di xir ly bang Smal nay va trinh tw AND b¢ gen ma héa BGL dugc tinh ché
theo cach thic néu trén duge lién két v6i nhau bing cach su dung Kit tich dong
In-Fusion™ HD  (Clontech  Laboratories, Inc.) dé thu dugc  plasmit
pBR-enoAP-BGL-adgAT-niaD (vecto biéu hién Aspergillus oryzae BGL), va bién nap
plasmit nay vao cac té bao c6 kha ning sao chép hoan toan (Clontech Laboratories, Inc.)
dé thu dugc thé bién nap E.coli BGL. Thé bién nap nay dugc nudi ciy lic qua dém &
nhiét do 37°C va tdc d9 bing 180 vong/phit trén moi truong LB chia 100pug/mL
ampicilin, va thu dugc plasmit pBR-enoAP-BGL-agdAT-niaD véi sé luong 16n tir moi

truong nudi cdy néu trén bang cach st dung Kit QIAquick Miniprep (Qiagen Inc.).

(2) San xuit thé bién nap Aspergillus duoc két hop véi vecto bidu hién
Aspergillus BGL

Plasmit pBR-enoAP-BGL-agdAT-niaD néu trén dugc bién nap vao ching
Aspergillus oryzae D300 (do National Institute of Technology and Evaluation cung cép)
bang phuong phap PEG-canxi (Mol. Gen. Genet., Vol. 218, pp. 99-104 (1989)). Thé bién
nap (ching Aspergillus BGL da bién nap) dugc sang loc trén méi truong Czapek-Dox
(3% (kl/tt) dextrin, 0,1% (kl/tt) kali dihydro phosphat, 0,2% (kl/tt) kali clorua, 0,05%
(kl/tt) magie sulfat, 0,001% (kI/tt) st sulfat va 0,3% (kl/tt) natri nitrat).

(3) Tong hop BGL tir ching Aspergillus BGL da bién nap

Chiing Aspergillus BGL da bién nap dugc nudi cdy trén moi trudng Czapek-Dox
dé tao bao tir, sau d6 thu Iy cac bao tir bang nude vo tring. Cac bao tir nay duoc ciy vao
binh nén ¢6 dung tich 500mL chira 100mL mdi trudng PD (2% (kl/tt) dextrin, 1% (kl/tt)
polypepton, 0,1% (kl/tt) axit amin casein, 0,5% (kl/tt) kali dihydro phosphat, 0,05%
(kl/tt) magie sulfat va 0,1% .(kl/tt) natri nitrat) &n mat d6 cudi cing bang 1 x 10%/mL.
Sau khi nuéi cdy trong 3 ngay & nhiét d6 30°C, san phim gen mong muén (BGL) dugc
bai tiét va xut hién trong moi trudng nudi céy. Dich 1éng thu dugc sau khi nudi ca“iy duoc

str dung lam mau enzym.

BGL trong mau enzym dugc x4c dinh bang phan tich SDS-PAGE. Qué trinh dién
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di SDS ctia miu enzym nay dugc thuc hién bing cich st dung gel Mini-Gradient véi
gradient ndng d6 nim trong khoang tir 10% dén 20% (Atto Corp.). Mau enzym va dung
dich xir Iy mau Tris-SDS B-ME (Atto Corp.) dugc tron & ty 1€ 1:1, sau d6 xa ly trong 5
pht & nhiét d6 100°C va tién hanh dién di v6i 20pL hdn hop. Sau khi két thiic qua trinh
dién di, gel ¢d dinh dugc nhudm b%lng EzStain Aqua (Atto Corp.) dé hién thi cac bang
protein. Sau d6, hinh anh gel dugc chup bang hé théng ChemiDoc XRS Plus (Bio-Rad
Inc.). Hinh &nh gel ndy dugc phén tich bang phin mém Image Lab 2.0, sau d6 dinh luong

protein.

Fig.1 thé hién két qua phan tich mau enzym (BGL) bang phuong phéap dién di
SDS-PAGE. Béng bén trai 1a gen chi thi trong luong phén tir protein va bing bén phai 1a
mau enzym. Két qua phan tich cho thiy miu enzym thu dugc chita BGL c6 trong lugng
phén tir x4p xi bang 140 kDa.

(4) DBénh gia hoat tinh enzym

Hoat tinh enzym dugc tinh theo don vi (U). 1 U dugc xac dinh theo phuong trinh
dudi day va dugc dinh nghia 1a lugng enzym can thiét dé tao ra 1pumol san pham tir co
chét trong thi gian 1 phut.

1U (umol/phﬁt) = [lugng duodng tao thanh (umol/L)} x [thé tich dung dich phéan
ung (L)]/[thoi gian phan Gng (phit)]

Ngoai ra, hoat tinh riéng tinh trén 1mg protein dugc x4c dinh bing phwong trinh

sau:

Hoat tinh riéng (U/mg) = [hoat tinh tinh theo don vi (U)J/[luong protein (mg)]

Dénh gié hoat tinh phén giai PNPG

PNPG (p-nitrophenyl B-D-glucopyranosit, do Sigma-Aldrich Corp. cung cép)
duoc sir dung 1am co chit chudn. Hoat tinh phén giai PNPG duogc sir dung chu yéu dé
danh gia hoat tinh cta B-glucosidaza. Ngoai ra, dudng chuin dugc xay dung tir cac gia tri
thu duge clia nam dung dich pha lodng lién tiép (OuM dn 200uM) duoc didu ché bang
cach pha lodng thich hop dung dich PNP (p-nitrophenol) 1000umol/L bing dung dich
dém axit axetic 200mM (pH =5,5).

Cu thé, chuén bi cac 6ng nhya c6 thé tich béng 1,5mL véi sb lugng béng v6i sb
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luong mau cin do, va didu ché cac dung dich chuan bang cach bd sung 615 pL dung dich
dém axit axetic 200mM (pH = 5,5) va 50uL dung dich PNPG (3,4mM, dung moi 13 nudc
siéu tinh khiét) vao mdi éng, sau d6 tron k¥ & nhiét do 30°C. Tiép theo, 10pL mau enzym
dugc bd sung vao mdi éng dé kich hoat phén Ung enzym, va sau 15 phit ké tir luc bat dau
phan tmg, 625pL dung dich nudc natri carbonat 0,2M duge bd sung vao va khudy tron dé
ding phéin tng. Sau d6, 200uL dung dich phan tmg dugc 1y ra tir mbi dng, va do do hip
thu & bude séng 420nm (A420). Trong qué trinh do d6 hép thy, miu tring 13 mAu duge
chuén bi theo ciing cach thirc chi khéc 1a bd sung dung dich dém axit axetic 20mM (pH =
5,5) thay cho mau enzym. Nong do PNi’ duoc xac dinh tir céc tri sb do hép thu A420 do

duogc va dudng chudn, va hoat tinh riéng duge xac dinh theo phuong trinh dudi déy:

Hoat tinh riéng (U/mg) = ([Nong do PNP (umoVl/L)]x 0,001 x 0,675/0,01)/(15 x
[fuong protein (mg)])

Két qua phan tich cho thiy hoat tinh phén gidi PNPG (hoat tinh riéng) cia BGL
dugc tao ra bang chiing Aspergillus BGL da bién nap bang 13,2U/mg. Cin ct trén céc két
qué nay, chimg t6 ring BGL theo sang ché co6 hoat tinh phan giai PNPG.

(5) Danh gié hoat tinh thiity phan

Céac ché phdm enzym duogc st dung @& danh gia chtra méu enzym (BGL) duoc
didu ché theo phan (3) néu trén, xenlobiohydrolaza chtra trinh ty axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.12, endoglucanaza chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.13,
xylanaza (endo-1,4-beta-xylanaza A thu dugc ti Thermoascus aurantiacus, SO truy cap
GenBank: AAF24127) va B-xylosidaza (B-xylosidaza thu dugc tir Thermotoga maritima,
do Thermostable Enzyme Laboratory Co., Ltd. cung c4p).

Trude tién, dung dich nuéc amonica 25% (kl/tt) duge trén véi sinh khdi chira
lignoxenluloza & dang than va 14 cdy ngd sau thu hoach da dugc nghién min dén ty 16
khdi lwong bang 1:2,5 dé thu duoc hén hop co chit chira than va 14 cdy ngo sau thu hoach
va dung dich nuéc amoniac. Tiép theo, hén hop co chét nay dugc dé thuy phén so bd
trong 8 git & nhiét do 80°C, sau d6 phan tdch amoniac va diéu chinh d6 pH dén pH = 4,5.
Tip theo, ham lugng sinh khéi duoc didu chinh dén 20% khéi luong dé thu dugc séan
phim thuy phan so bd sir dung trong vi du nay. Ché phim enzym chira BGL duogc bd

sung vao san pham thily phan so bd nay dén ndng d6 enzym cubi cung tinh trén 1g sinh
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khéi bing 4,5mg/g (than va 14 cdy ngd sau thu hoach) va dé phan tng trong 3 ngay &
nhiét d6 50°C. Trong qua trinh phan tng, hdn hgp dugc lic bing may lic & tdc do bing
160 vong/phut. Ngoai ra, hdn hgp enzym thity phan c6 ngudn gbe tir loai Acremonium c6
ban trén thi trudng (nhadn hiéu: Acremonium Xenlulaza, Meiji Seika Pharma Co., Ltd.)
dugc sir dung 1am méu déi ching va dé phan ung theo cung cach thic.

Sau khi két thuic phan tmg, dich thity phan thu dugc dugc chuyén vao éng 14y méu
va ly tam trong 10 phut & nhiét do 4°C véi luc ly tim bing 15760 x g. Phdn dich néi thu
duge duge chuyén vao dng nhwa sach c6 dung tich 1,5mL, va sau khi gia nhiét trong 5
phut & nhiét d§ 95°C, dugc ly tdm trong 5 phit ¢ nhiét do 4°C v&i luc ly tAm béng 15760
x g. Sau khi phan dich néi thu dugc duoc chuyén mét 1an nita vao 6ng nhwa sach c6 dung
tich bang 1,5mL, phin dich ndi dugc loc bing mang loc 0,2pum (duong kinh 13mm).
chuyén 0,2mL dich k)c vao binh phén tng, sau d6 dinh luong ndng do duong bing
phuong phép HPLC & céc diéu kién dugc chi ra dudi day. Glucoza va xyloza (Wako Pure

Chemical Industries, Ltd.) 14n luot duge str dung lam chét chuén cho hé théng HPLC.

Thiét bi do ndng d6 dudng; Thiét bi phén tach: Waters 2695 (Waters Corp.)

B0 phén phat hién RI: Waters 2414 (Waters Corp.)

Cot: Bio-Rad HPX-87P (Bio-R_ad Inc.)

Diéu kién do ndng d6 dudng:

Dung méi rira giai: Nudc siéu tinh khiét

Téc @6 dong: 0,6 mL/pht

Nhiét 4o cot: 85°C

Nhiét do bd phan phét hién: 40°C

Fig.2 thé hién sdc ky 46 HPLC ciia dich thily phan thu dugc tir mdi phan tng dugc
phat hién bang detecto hong ngoai voi cac phan doan thu duge & thoi gian luu nam trong
khoang tir 10 phiit dén 16 phut, tai d6 cac disaccarit va monosaccarit duge rira giai. Trén
sdc ky dd nay, ky hiéu “enzym dugc bd sung” thé hién két qua phén tich cua dich thay

phan thu duge sau khi bd sung ché phim enzym néu trén va ky hiéu “enzym khong dugc

bd sung” thé hién két qua phén tich cua dich thiy phan dugc xir Iy theo cung céch thirc
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nhung khéng bd sung ché phim enzym néu trén.

Két qua dinh luogng cho thiy trai nguoc véi ndng d6 dudng cua dich thiy phéan
(tdng ndng d6 ctia glucoza va xyloza) khi st dung hén hop enzym thiy phan c6 bén trén
thi truong bang khoang 1,82% khéi lugng, thi tri s§ nay khi sir dung ché phdm enzym
chira BGL theo sang ché bang khoang 2,72% khdi lugng, tc 1a lugng duong dugc tao ra
16n hon gép 1,5 1an. Cac két qua nay chimg to rang viéc sir dung két hop BGL véi céac
enzym thity phan khéc sé& thu dugc hén hgp enzym c6 hoat tinh thity phén cao hon so véi
hén hop enzym thuy phan c6 ngudn gbc tir Acremonium ¢ ban trén thi truong.

(6) Banh gia hoat tinh cia enzym

Danh gia hoat tinh phan giai xenlobioza

Hoat tinh phéin gidi xenlobioza va hoat tinh phan giai xylobioza dugc danh gia

bing céch st dung mau enzym duge diéu ché theo phan (3) néu trén.

Cu thé, 200puL dung dich nuéc xenlobioza 0,03M va 190pL dung dich dém axit
axetic 200mM (pH = 5,5) dugc bd sung tuong tng vao hai éng nhwa c6 dung tich bing
1,5mL va trdn k¥, sau d6 1 so bd trong 5 phat & nhiét do 30°C. Sau khi 0 so bd, 10uL
méu enzym dugc bd sung vao mdt trong sé 2 éng nhya ndy dé hoat héa phan ung enzym.
Sau 90 phut tinh tir khi bit ddu phan tng, dung dich trong 6ng nhua nay dugc gia nhiét
trong 5 phit & nhiét d6 95°C dé ding phan tmg enzym (thoi gian phan Uing enzym: 90
phit). 10pL miu enzym dugc bd sung vao éng nhya con lai, ngay sau d6 gia nhiét dung
dich trong 6ng nhwa nay trong 5 phut & nhiét do 95°C dé dung phan Umg enzym (thoi
gian phan Ung enzym: 0 phut).

Ngoai ra, 200pL dung dich nuée xylobioza 0,014M va 190uL dung dich dém axit
axetic 200mM (pH = 5,5) dugc bd sung trong tng vao hai 6ng nhwa c6 dung tich bang
1,5mL va tron k¥, sau d6 1 so b trong 5 phtit & nhiét do 30°C, va tiép theo 100pL mau
enzym dugc bd sung vao éng nhya nay dé hoat hoa phan Umg enzym. Sau khi 1 so b,
10uL méu enzym dugc bd sung vao mdt trong sé 2 dng nhya nay dé hoat héa phan ung
enzym. Sau 90 phut tinh tir khi bit d4u phéan tng, dung dich trong dng nhya nay dugc gia
nhiét trong 5 phut & nhiét d6 95°C dé dimg phan tmg enzym (thdi gian phan Gng enzym:

90 phut). 10 pL mau enzym dugc bd sung vao dng nhua con lai, ngay sau do gia nhiét
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dung dich trong dng nhwa niy trong 5 phit & nhiét d§ 95°C dé dirng phén Ung enzym
(thoi gian phén tng enzym: 0 phut).

Sau khi két thiic c4c phan tmg, bdn éng nhyra nay duogc ly tdm trong 5 phtt véi luc
ly tim bang 15760 x g. Sau khi chuyén phan dich ndi thu dugc vao éng nhwa c6 dung
tich béng 1,5mL, ph@‘m dich ndi nay dugc loc béng mang loc 0,2 um (duong kinh bﬁng
13mm). 0,2 mL dich loc dugc chuyén vao binh phan Ung, néng dd duong dugc dinh
luong bing phuong phap HPLC & cing didu kién nhu phan (5) néu trén, va hoat tinh
~ riéng tinh trén don vi khéi lugong (U/mg) duge xac dinh theo phuong trinh duédi day.
Glucoza va xyloza (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) 14n lugt dugc st dung 1am chét
chudn cho hé théng HPLC.

[Hoat tinh riéng (U/mg)] = ([ndng d6 glucoza (umol/L)] x 0,4/0,01)/(90 x [lugng
protein (mg)])

Fig.3 va Fig.4 thé hién cac sic ky dd HPLC cta c4c dich thiy phan thu dugc tir
mdi phén ng dugc phat hién b%mg detecto hc“mg ngoai v6i cac phan doan thu dugce & thoi
gian luu nim trong khoang tir 9 phit dén 15 phat, tai d6 cac disaccarit va monosaccarit
dugc rira giai. Fig.3 13 sic ky dd cia cac dung dich phan mg enzym véi co chit 1a
xenlobiozae, trong khi d6 Fig.4 13 sic ky d6 cua cic dung dich phan Gng enzym véi co

chat 1a xylobioza.

Nhu duge thé hién trén Fig.3, khi st dung co chét 1a xenlobioza, néu thuc hién
phép so séanh gitta dich thity phan khi thoi gian phan ng bing 0 phit (ky hiéu “truée
phan Ung” trén sic ky dd) va dich thiy phan khi thoi gian phéan g bing 90 phut (ky
hiéu “sau phan (mg” trén sic ky dd), thi pic sic ky quan sat dugc dbi véi xenlobioza c6
thoi gian Iuru xap xi bang 11 phiat d6i v6i dich thuy phéin sau phan tng 14 nhé hon so véi
dich thity phén truéc phan ting, trong khi d6 pic séc ky quan sat dugc dbi véi glucoza ¢o
thoi gian lru x4p xi bang 13,3 phut 13 16n hon, didu nay ching t6 rang ring xenlobioza da
dugc phan giai thanh glucoza béi BGL theo sang ché. Hoat tinh riéng phéan giai
xenlobioza ctia BGL theo sang ché bing 1,78 U/mg.

Mit khéc, nhu dugc thé hién trén Fig.4, khi st dung co chét 1a xylobioza, do pic
sic ky chi quan sat dugc dbi voi xylobioza ¢ thoi gian lwu x4p xi bang 12,3 phut ngay ca

d6i v6i dich thuy phan khi thoi phan ing enzym bing 90 phut (ky hiéu “sau phan ng”
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trén sic ky d0) 1a gibng nhu dich thuy phan khi thoi gian phan mg enzym bing 0 phut
(ky hiéu “truéc phan tmg” trén sic ky do), didu nay chirng té ring ring xylobioza khong

bi phan gidi bdi BGL theo sang ché.
(7) Mtrc @9 phu thudc vao nhiét do cia hoat tinh phan giai PNPG

Mtrc 46 phu thudc vao nhiét d6 cla hoat tinh phan gidi PNPG cia BGL dugc danh

gi4 bang cach sir dung miu enzym duge didu ché theo phén (3) néu trén.

Cu thé, sau khi thuc hién c4c phéan ung enzym theo cung cach thirc nhu dugc mo
ta trong phan Pdnh gid hoat tinh phan gidi PNPG trong muc (4) néu trén chi khac 1a thuc
hién cac phan tng nay & nhiét 6 30°C, 45°C, 60°C, 75°C hodc 90°C, 200uL dung dich
phén Gng dugc 1dy ra tir m&i éng, va do d¢ hép thu & budc séng 420nm (A420) va dinh
lwong ndéng d6 PNP trong dung dich phan @ng sau khi két thuc phan tng enzym tir duong

chudn dugc dung trude.

Céc két qua dinh luong ndng @ PNP cua mbi dung dich phan g va cac tri sb
hoat tinh twong ddi (%) tinh theo tri s6 100% 1a hoat tinh phéan giai PNPG cta dung dich
phan tmg c6 ndng d6 PNP cao nhit dugc thé hién trén Bang 2. Nong d9 PNP trong dung
dich phan tng sau khi két thiic phan tng phu thudc vao hoat tinh phan gidi PNPG cua
BGL. Nhu dugc thé hién trén Béng 2, BGL theo sang ché da dugc kiém chung 1a ¢6 hoat
tinh phan giai PNPG & nhiét d6 nim trong khoang tir 30°C dén 75°C, va c6 hoat tinh
phan giai PNPG manh nhit & nhiét 6 45°C.

Bang 2
Nhiét d6 phan (g (°C) 30 45 60
Nbng d6 PNP (uM) 60,43 128,57 101,14
Hoat tinh phan tng (%) 47,0 100,0 78,7

(8) Mtrc do phu thudc vao do pH cua hoat tinh phin giai PNPG

Mtrc d6 phu thudc vao do pH cia hoat tinh phin giai PNPG ctia BGL duoc danh
gid bang cach st dung mau enzym dugc didu ché theo phén (3) néu trén.

Cu thé, sau khi thuc hién céc phén Ung enzym theo cung cach thirc nhu dugc md
ta trong phan Ddnh gid hoat tinh phan gidi PNPG trong muc (4) néu trén chi khac 1a st
dung dung dich d¢ém HCI-KC] 200mM (pH = 1,5), dung dich dém xitrat-phosphat (pH =
3,0), dung dich dém axit axetic 200mM (pH = 5,5) hodc dung dich dém phosphat 200mM
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(pH = 8,0) dé tron véi dung dich PNPG, 200uL dung dich phan tmg duoc l4y ra tir mdi
éng, va do do hép thu & bude séng 420nm (A420) va dinh luong ndng dd PNP trong

dung dich phan (g sau khi két thic phan tng enzym tir dudng chun duge dung trudec.

Céc két qua dinh luong ndng d6 PNP ctia mdi dung dich phéan g va cac tri sb

“hoat tinh twong d6i (%) tinh theo tri s 100% la hoat tinh phén gidi PNPG cua dung dich

phéan tng c6 nc“mg d6 PNP cao nhat dugc thé hién trén Bang 3. Nhu dugc thé hién trén

Bang 3, médc du BGL theo séng ché d3 duoc kiém ching 1a c6 hoat tinh phan giai PNPG

& d6 pH nam trong khoang tir 3,3 dn 5,5 va c6 hoat tinh phan gidi PNPG manh nhit & do

pH = 3,0, nhung enzym nay khong c6 hoat tinh phan gidi PNPG & d6 pH = 1,5 va hau
nhu khong c6 hoat tinh phan giai PNPG & d6 pH = 8,0.

Béang 3
D6 pH cuia dung dich phan img 1,5 3,0 5,5 8,0
Nbng d6 PNP (M) -0,60 | 67,14 | 60,43 | 0,86
Hoat tinh phan {ing (%) -0,9 100,0 90,0 1,3

Kha nang tng dung trong cong nhi¢p
Enzym B-glucosidaza theo sang ché, polynucleotit ma hoa enzym nay, vecto biéu
hién chita polynucleotit nay, va thé bién nap chura vecto bidu hién ndy c6 thé dwoc 4p

dung trong linh vure san xuit ning lwong tir nguyén lidu chtra xenluloza.
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DANH MUC TRINH TU

<110> HONDA MOTOR CO., LTD.
<120> ENZYM R-GLUCOSIPAZA, VECTO BIEU HIEN ENZYM NAY, THE BIEN NAP CHUA VECTO NAY VA PHUONG PHAP SAN
XUAT SAN PHAM PHAN GIAI XENLULOZA BANG ENZYM NAY
<130> H113210301
<160> 13
<170> PatentIn version 3.1
<210> 1
<211> 874
<212> PRT
<213> Acremonium cellulolyticus
<400> 1 :
Met Ara Gly Gly Ile Ile Ser Phe Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Ara
1 5 10 15
His Cys Val Ara Ara Ser Thr His Arg Ser Asn Pro Lys Gln Asn Asn
20 25 30
Asp Lys Gln Lys Arg Asp Ser Leu Pro Thr Asn Tyr Thr Thr Pro Asp
35 40 45
Tyr Tyr Pro Ara Pro Asn Gly Gly Trp Asp Ser Asn Trp Ser Ara Ara
50 55 60
Tyr Ara Lys Ara Gln Lys Val Val Ser Asn Met Thr Leu Ara Glu Lys
65 70 75 80
Val Asn Ile Thr Ser Gly Thr Gly Tyr Leu Met Gly Pro Cys Val Gly
85 90 95
Gln Thr Gly Ser Ara Leu Arg Phe Gly Ile Pro Arg Ile Cys Leu Gln
100 105 110
Asp Gly Pro Leu Gly Ile Arg Asn Thr Asp Asn Asn Ser Ara Phe Pro
115 120 125
Ara Gly Val Thr Ara Gly Ara Thr Trp Asp Lys Asp Leu Met Tyr Ara
130 135 140
Arg Gly Val Ara Ile Gly Glu Glu Ara Arg Gly Lys Gly Ile Asn Val
145 150 155 160
Gln Met Gly Pro Val Val Gly Pro Leu Gly Arg Lys Pro Arg Ser Gly
165 170 175
Arg Ile Trp Glu Gly Phe Gly Ara Asp Pro Ser Leu Gln Gly Ile Ara
180 185 190
Ara Ara Gln Thr Ile Gln Gly Met Gln Ser Thr Gly Val Ile Ara Thr
195 200 205
Leu Lys His Tyr Ile Leu Asn Glu Gln Glu Met Tyr Arg Met Thr Asp
210 215 220
Val Val Gln Val Gly Tyr Ser Ser Asp Ile Asp Asp Arg Thr Leu His
225 230 235 240
Glu Ile Tyr Leu Trp Pro Phe Ara Glu Gly Val Arg Ara Gly Val Gly
245 250 255
Ser Ile Met Ara Ara Tyr Asn His Val Asn Gly Ser Leu Cys Thr Gln
260 265 270
Asn Ser Gln Ile Leu Asn Gly Leu Leu Lys Asp Glu Leu Gly Phe Gln
275 280 285
Gly Phe Val Val Ser Asp Trp Tyr Ara Gln Phe Gly Gly Val Ser Ser
290 295 300
Ara Leu Ara Gly Leu Asp Met Ara Met Pro Gly Asp Gly Ara Ile Pro
305 310 315 320
Leu Leu Gly Asp Ser Phe Trp Asn Tyr Glu Leu Ser Thr Ara Ile Leu
325 330 335
Asn Gly Thr Ile Pro Val Glu Arg Leu Asn Asp Met Val Thr Arg Ile
340 345 350 '
Val Ara Thr Trp Phe Gln Met Gly Gln Asp Asp Asp Tyr Pro Glu Pro
355 360 365
Asn Phe Ser Thr Asn Thr Glu Asp Ara Thr Gly Prc Leu Tyr Pro Gly
370 375 380
Ara Leu Phe Ser Pro Ser Gly Val Val Asn Gln Phe Val Asn Val Gln
385 390 395 400
Gly Asn His Asn Thr Ile Ara Arg Glu Val Ara Arg Asp Ara Ile Thr
405 410 415
Leu Leu Lys Asn Val Asn Gln Thr Leu Pro Leu Ser Thr Asn Ara Ser
420 425 430
Leu Ser Val Phe Gly Thr Asp Ara Gly Pro Asn Ser Gly Gly Leu Asn
435 440 445
Ser Cys Ser Asp Met Gly Cys Asp Asn Gly Ile Leu Thr Met Gly Trp
450 455 460
Gly Ser Gly Ser Ara Arg Leu Pro Tyr Val Ile Thr Pro Gln Gln Ara
465 470 475 480
Ile Gln Asn Ile Ser Ara Asn Ara Gln Phe His Ile Ser Asp Ser Phe
485 490 495
Pro Ser Val Thr Pro Ara Ara Asp Asp Ile Ara Ile Val Phe Ile Asn
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Ara Asp Ser Gly Glu Asn Tyr

515

Arg Thr Thr Ara Gly Leu Asn Ara Trp His Gly Gly

530

Val Asp Ara Ara Ara Lys

545

Val Gly Pro Ile Leu Met
Ara Val Leu Val Ara His

Thr Asp Val Leu Phe Gly Asp

595

Thr Ile Pro His Asn Glu

610

Asp Gln Trp Phe Gly Gln

625
Ile

Phe

val
675

Lys
690
Val
705
Tyr

Pro

Ara
755

Leu
770

Leu Tyr Val Glu Leu Pro

785

Arg Gln Leu Arg Gln Phe

Ser

Asp
835

Lys
850

Cys Thr Val Gly Gln Gly Cys Glu Ser

865
<210> 2
<211>
<212>
<213>
<400> 2
atggcgggag
gcatcaacac
ccaacaaact
tggtcggecg
gtcaacatta
gctttacgat
acggataaca
ttgatgtacg
cagatgggcc
ggctttggtg
cagagcaccg
cggatgacgg
gagatttatc
gcctataacc
ctgaaagatg
ggcgtgtctt
ttgctaggag
ccagttgaga
caagatgacg
ttgtatcccg
ggtaaccaca
gtaaaccaaa
ggtcccaatt
acaatgggct
attcaaaaca
ccagcggcag

ADN

500

505
Ile
520

535

550

565

580

Tyr Ser

Glu Lys

570

Pro
585
Tyr

Leu

600

Ser Glu

615

630

Asp Tyr Arg Tyr Phe

645

Gly Tyr Gly Leu Ser

660

Thr Thr Gly Thr Ser

Ser Pro Thr Pro Thr

Ile Gln

Leu Gln

650

Thr
665
Leu Thr
680
Tyr

Tyr

Ara

695

Ara Trp Pro Thr Gly

710

Leu Asp Asn Pro Ara

725

Thr Gly Tyr Lys Thr

740

Gln Gly Gly Asn Pro

Arg Val Thr Asn Thr

Phe Asn

Ara Ara

730

Thr Pro
745
Ara Leu
760

Gly Thr

775

790

805

Glu Thr Leu Ser Leu

820

Val Ile Val Gln Asp

Phe Trp Ile Gly Glu

Gly Asp

Glu Lys

810

Gln Val
825

Trp Lys

840

Ser Val

855

870

2625

gaataatctc
accgctctaa
acacaacacc
cttacgcaaa
cttcecggcac
tcggtattcce
actcagcttt
cccgaggcegt
ccgtegtegg
ctgatccgtce
gggtgattgc
atgttgtgca
tttggccgtt
atgtgaatgg
aacttggctt
cagcattagc
atagtttctg
gactgaatga
attacccaga
gtgctctctt
ataccatcgc
cecctgectcet
caggggggct

ggggaagtgg
tctcggcaaa

atgatattgce

Acremonium cellulolyticus

atttctctta
ccccaagcaa
agattactat
agcgcaaaag
aggctactta
gcgtatatgt
ccctgcetggt
cgcaatcgge
ccctecttggt
gttgcagggg
gacgcttaag
agtgggttat
tgctgaagga

atcactgtgt

ccaggggttt
tggattggac
gaactatgag
tatggtaaca
gcccaatttc
ttctccctca
cagagaagtc
gagcaccaat
gaactcatgc
aagcgccaga
tgcgcagttc
gattgtgttc

23430

510
Thr Val Glu Ser
525

Asn Pro

Asp Asp
540
Thr Val Ile Val
555
Trp Ile Asp Leu

Val Ile

560

Pro Ser

575

Gln Glu Ara Gly Asn

590

Pro Ser Gly

605

Pro Ara Ser
620

Asp Gln Phe Thr

635

Ara Asn .Ile Thr

Gly

Ser His Leu

Tyr Val Gly

Glu Arg

640

Pro Arg
655

Thr Phe Asn Phe Ser

670

Gln Tyr Pro Pro

685

Thr Thr Ile

700
Ser Ile Trp
715
Thr Ser Thr

Asp

Ara Arg

Pro Pro Ara

Arg Leu
720
Pro Tyr
735

Arg Ara

Tyr
Ara
Gln Pro Ara Pro
750
Trp Asp Thr Val Phe Thr
765
Arg Ser Gly Arg
780
Thr Leu Gly Val
795

Thr Ser Ile Leu

Ara Val
Leu
800
Ara Pro
.815

Leu Ser

Asp

Thr Arg Lys Asp

830

Pro Val Asn
845

Val Glu Asp

Ara Gly Ara

Ara Met Gln

860
Ara

gggcttctce
aacaacgaca
cccgcaccta
gtcgtcagta
atgggtcecct
cttcaagatg
gtaactgcag
gaagaagccc
cgcaagccca
attgctgctg
cattatattt
tcgtcggata
gtgagggctg
acgcaaaaca
gtcgtatctg
atggctatgc
ttatcgacgg
cgaatagtag
tcaacaaaca
ggtgtggtca
gctcgtgatg
gcatccttga
tccgacatgg
ctaccctatg
catatttcgg
atcaatgcgg

tcctcgegea
aacaaaaacg
atggcggttg
acatgacgct
gtgtaggtca
gaccgctggg
gcgcaacatg
gcggtaaagg
gatctggtcg
cgcagacgat
tgaatgaaca
ttgatgatcg
gtgtgggctc
gccaaatcct
actggtacgc
caggagacgg
caattttgaa
caacatggtt
ccgaagacgc
atcaattcgt
caatcacatt
gcgtgttegg
gctgcgataa
tcattacgcc
atagttttcc
attccggtga
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Gly Asp

Leu Val

His Thr

Val Lys

Ser Leu

Pro Tyr

Leu Ile

Ile Tyr

Phe Pro

Ara Thr

Pro Ara

Ser Glu

Tyr Pro

Pro Tyr

Gly Gly

Val Ser

Val Gln

Pro Pro

Gly Glu

Val Trp

Gly Vval

Ile Val

ttgtgtcgee
cgacagtctt
ggactccaac
tgccgaaaag
aaccggtagc
tatccgaaac
ggacaaggac
aattaatgtc
aatctgggaa
tcagggtatg
ggaaatgtat
gacgttgcat
aattatggct
taacggccta
tcagtttggce
cgcaattccg
tggtaccatt
ccaaatgggc
cacgggtccc
caatgtacaa
actgaagaac
aacagacgca
tggtatattg
gcaacaggcg
ctccgtcact
gaattatatc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



actgttgaga
gatgatttgg
gttgggccaa
gctcatctac
agtcctagtg
gtcggtctaa
atagattatc
ctatcataca
cagtaccctc
ccagcatcgg
tatctcgata
aagacaacgc
tgggatacag
gctgttgtgce
agacagctgc
tcgttgcagg
gcgccagtta
atgcaaatag
<210> 3

<211> 2739
<212> ADN

gtaatcccgg
tggtcgatgce
tccttatgga
ccggccaaga
gtcatttgcc
tcgatcaatg
gttacttcct
cgactttcaa
cagcaaggcc
aagtagcatg
atccagcggce
cgcaaccggc
tcttcacggt
agttatatgt
gacagtttga
tgaccagaaa
atggagcggg
tttgcactgt

tgataggacg
agctgctaaa
aaaatggata
ggccgggaat
atacaccatc
gttcggccaa
gcaagccaat
tttctccgat
agcgaagagc
gccaactggt
agctacctca
accgcgcgcec
cagtttgagg
tgaactgcct
gaagacttcg
ggatttgagt
tgtcaaattt
tggtcaggga

<213> Acremonium cellulolyticus

<400> 3

atggcgggag
gcatcaacac
ccaacaaact
tggtcggeeg
gtcaacatta
gctttacgat
acggataaca
ttgatgtacg
cagatgggac
aaggctttgg
tgcagagcac
atcggatgac
atgagattta
ctgcctataa
aatatacagg
aaagatgaac
gtgtcttcag
ctaggagata
gttgagagac
taacgtaaat
gacgattacc
cccggtgcetce
cacaatacca
caaaccctgc
aattcagggg
ggctggggaa
aacatctcgg
gcagatgata
gagagtaatc
ttggtggtcy
ccaatcctta
ctacccggec
agtggtcatt
ctaatcgatc
tatcgttact
tacacgactt
cctccagcaa
tcggaagtag
gataatccag
acgccgcaac
acagtcttca
gtgcagttat
ctgcgacagt
caggtgacca
gttaatggag
atagtttgca
<210> 4

<211> 30

<212> ADN

gaataatctc
accgctctaa
acacaacacc
cttacgcaaa
cttccggecac
tcggtattcce
actcagcttt
cccgaggegt
cccgteegte
tgctgatccg
cggggtgatt
ggatgttgtg
tctttggccg
ccatgtaagg
tgaatggatc
ttggcttcca
cattagctgg
gtttctggaa
tgaatgatat
actcgcaggt
cagagcccaa
tcttttctec
tcgccagaga
ctctgagcac
ggctgaactc
gtggaagcgc
caaatgcgca
ttgcgattgt
ccggtgatag
atgcagctgce
tggaaaaatg
aagaggccgg
tgccatacac
aatggttcgg
tcctgcaage
tcaatttctc
ggccagcgaa
catggccaac
cggcagctac
cggcaccgcg
cggtcagttt
atgttgaact
ttgagaagac
gaaaggattt
cgggtgtcaa
ctgttggtca

atttctctta
ccccaagcaa
agattactat
agcgcaaaag
aggctactta
gcgtatatgt
ccctgetggt
cgcaatcggce
ggccctcttg
tcgttgecagg
gcgacgctta
caagtgggtt
tttgctgaag
tccgegtatt
actgtgtacg
ggggtttgtc
attggacatg
ctatgagtta
ggtctgatat
aacacgaata
tttctcaaca
ctcaggtgtg
agtcgctcgt
caatgcatcc
atgctccgac
cagactaccc
gttccatatt
gttcatcaat
gacgactgct
taaatacagc
gatagacctg
gaattctctg
catcccacac
ccaaatccaa
caatattacc
cgatgcgacg
gagccccacg
tggtttcaat
ctcaaccgct
cgccggegga
gagggttact
gcctggagat
ttcgatattg
gagtgtgtgg
attttggatt
gggatgtgag

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

23430

actgctggac
tacagcacag
gacctgccct
tctctgacag
ccacacaacg
atccaagacc
attaccccac
gcgacggtta
cccacgccaa
ttcaattcta
accgctccat
ggcggagcege
gttactaata
ggagatactt
atattggcgc
gtgtgggatg
tggattggag
tgtgagagtg

gggcttctcc
aacaacgaca
cccgcaccta
gtcgtcagta
atgggtccct
cttcaagatg
gtaactgcag
gaagaagccc
gtcgcaagcce
ggattgctgc
agcattatat
attcgtcgga
gagtgagggc
tgtgggaagg
caaaacagcc
gtatctgact
gctatgccag
tcgacggcaa
gatggatcta
gtagcaacat
aacaccgaag
gtcaatcaat
gatgcaatca
ttgagcgtgt
atgggctgceg
tatgtcatta
tcggatagtt
gcggattceg
ggactcaatg
acagtcattg
ccctctgtta
acagacgttc
aacgaatccg
gaccagttca
ccacggtttc
gttacaacgg
ccaacgtatg
tctatttggce
ccataccctt
gcgcagggag
aataccggaa
actttgggtg
gcgectggtg
gatgttattg
ggagagagcg
agtgcctga

<223> M6 td trinh tu nhéan tao: Poan mdi.

<400> 4

tcctccaagt tacccatggc gggaggaata

<210> 5

tcaatgcctg
tcattgtcgt
ctgttaaagc
acgttctctt
aatccgagta
agttcacgga
ggtttccatt
caacgggtac
cgtatgcgac
tttggcggta
acccttatcc
agggaggtaa
ccggaactag
tgggtgtgga
ctggtgagtc
ttattgtgca
agagcgtggce
cctga

tcctcgegea
aacaaaaacg
atggcggttg
acatgacgct
gtgtaggtca
gaccgctgygg
gcgcaacatg
gcggtaaagg
cagatctggt
tgcgcagacg
tttgaatgaa
tattgatgat
tggtgtgggce
gaatatttga
aaatccttaa
ggtacgctca
gagacggcge
ttttgaatgg
ctgataaaga
ggttccaaat
acgccacggg
tcgtcaatgt
cattactgaa
tcggaacaga
ataatggtat
cgccgcaaca
tteccteegt
gtgagaatta
cctggcatgg
tcgttattca
aagcagtcct
tcttcggcga
agtatccagc
cggagcgcat
cattcggata
gtacatcgtt
cgacaaccat
ggtatttgta
atccgacggg
gtaatcccge
ctaggtctgg
tggatcttcc
agtcggagac
tgcaggattg
tggcagtgga
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gcatggtgge
tattcacaca
agtcctcgtt
cggcgactac
tccagccagt
gcgcatctat
cggatatggt
atcgttgact
aaccatccca
tttgtaccca
gacgggttac
tcccgegetg
gtctggtegg
tcttectect
ggagacgctg
ggattggaaa
agtggaggat

ttgtgtcgcee
cgacagtctt
ggactccaac
tgccgaaaag
aaccggtagc
tatccgaaac
ggacaaggac
aattaatgtc
cgaatctggg
attcagggta
caggaaatgt
cggacgttgc
tcaattatgg
actgataata
cggcctactg
gtttggcgge
aattccgttg
taccattcca
tgctcattgce
gggccaagat
tcccttgtat
acaaggtaac
gaacgtaaac
cgcaggtccc
attgacaatg
ggcgattcaa
cactccagcg
tatcactgtt
tggcgatgat
cacagttggg
cgttgctcat
ctacagtcct
cagtgtcggt
ctatatagat
tggtctatca
gactcagtac
cccaccagca
cccatatctc
ttacaagaca
gctgtgggat
tcgggetgtt
tcctagacag
gctgtcgttg
gaaagcgcca
ggatatgcaa

30

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2625

60
120
180
240
200
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
25890
2640
2700
2739



<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

30
ADN
Trinh ty nhén tao

23430

M6 ta trinh ty nhan tao: Poan mdi.

5

cgcttcgtcg acccctcagg cactctcaca

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

6
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ADN

Trinh ty nhan tao

M& ta& trinh ty nhan tao: Poan mdi.

6

atgctcggga gctttggatt tcctacgtct tc

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

7
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ADN

Trinh tuy nhén tao

MO ta& trinh ty nhan tao: Poan mdi.

7

atgcatatgt cgagagtgtt gtgtgggtca acg
8

<210>
<211>
<212>
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<223>
<400>
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Trinh ty nhén tao

M6 td trinh ty nhan tao: Poan mdi.

8

atggtcgacg aagcgtaaca ggatagccta gac
9

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
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Trinh ty nhan tao

M6 td trinh ty nhan tao: Doan mdi.

9

atgcccgaga gtaacccatt cccggttctc tag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

10

30

ADN

Trinh tu nhén tao

M&é td trinh ty nhan tao: Poan mdi.

10

atggctagca gatctcgcgg cagggttgac

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

11

40

ADN

Trinh ty nhan tao

M6 ta trinh tu nhan tao: Poan mdi.

11

atggtcgacc ccgggtaact tggaggacgg aagaaaagag
12

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

529
PRT
Acremonium cellulolyticus

Xenlobiohydrolazal
12

Met Ser Ala Leu Asn Ser Phe Asn Met Tyr

1

5 10

Gly Ser Leu Leu Ala Thr Ala Gly Ala Gln

20 25

Ala Glu Thr His Pro Ser Leu Ser Trp Ser

35 40

Ser Cys Thr Thr Asn Ser Gly Ala Ile Thr

50

55 60

Trp Val His Gly Val Asn Thr Ser Thr Asn

65

70 75

Trp Asn Ser Ala Ile Cys Asp Thr Asp Ala

85 90

Ala Leu Asp Gly Ala Asp Tyr Ser Gly Thr

100 105

Gly Asn Ser Leu Arg Leu Asn Phe Val Thr

115 120

Lys
Gln
Thr
45 -
Leu
Cys
Ser
Tyr

Gly
125

Ser Ala Leu
15

Ile Gly Thr

30

Cys Lys Ser

Asp Ala Asn

Tyr Thr Gly

Cys Ala Gln
95

Gly Ile Thr

110
Ser Asn Val

-32-

Ile
Tyr
Gly
Trp
Asn
Asp
Thr

Gly

Leu
Thr
Gly
Arg
Thr
Cys
Ser

Ser

30

32

33

33

30

40



Arg Thr Tyr Leu Met Ala
130 135

Leu Asn Gln Glu Phe Thr

145 150

Gly Leu Asn Gly Ala Leu
. 165

Lys Tyr Pro Asn

180

Cys Asp Ser Gln Cys
195

Asn Val Glu Gly Trp

210 215

Gly Asn His Gly Ala

230
Ser Ile Ser Glu Ala
245
Ser Val Cys Thr Thr
260

Tyr Ala Gly
275

Leu Gly Val

290

Thr Lys Pro Phe

305

Ser

Val Ser

Tyr
Ala

Ile
225
Asn

Leu

Arg Thr Cys

Arg Thr Asp
295
Thr Val
310
Thr Gly Ser Leu Ser
325
Val Ile Pro Gln Pro
340
Ile Asn Ser Asp Tyr
355
Ala Ser Phe Ser Lys
370 375
Met Glu Ala Gly Met Val
385 390
Val Asn Met Leu Trp Leu
405
Thr Pro Gly Ala Ala Arg
420 '
Thr Val Glu Ala Gln
435
Ile Arg Val Gly Pro Phe
450 455
Gly Gly Ser Thr Thr Thr
465 470
Ser Ser Thr Ser Thr Ser
485
Trp Gly Gln Cys Gly
500
Ser Gly Thr Thr Cys
515

val
val

Thr

Lys

His
val

Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223> Endoglucanaza

<400> 13

Met Lys Leu Thr Phe Leu

1 5

Gln Ser Leu Cys

20
Val Asn Asn Asn
35
Thr Tyr Val Asn
50

Trp Asn Trp Ser

65

Gln Leu Ser Gly
85

Pro Thr Ser Val

100
Val Ser Tyr Asp
115
Ser Gly Asp Tyr
130
Gln Pro Leu Gly
145

13
226
PRT

Ser Gln

Leu Trp
Ile
55
Gly

Ser

Gly
70

Leu Thr

Gln Trp
Leu Phe

Glu Leu
135

150

23430

Asp Asn Thr His Tyr Gln
140
Phe Thr Val Asp Val Ser
155
Tyr Phe Val Thr Met Asp
170
Asn Lys Ala Gly Ala Gln
185 190
Pro Arg Asp Leu Lys Phe
200 205
Thr Pro Ser Ser Asn Asn
220
Cys Ala Glu Leu Asp
235
Leu Thr Pro His
250
Ala Cys
265
Pro

Cys
Pro Cys

Asp Gly Gly Thr
270

Cys Asp

285

Ser Gly Lys

300
Gln Phe Val Thr
315

Ile Arg Arg Tyr Tyr
330

Ser Lys Ile Ser Gly

345 350

Ala Ala Glu Ile Ser

365
Gly Gly Leu Thr Asn
380
Val Met Ser Leu Trp
395

Ser Thr Tyr
410

Thr Cys

425

Gly

Asp
280
Phe

Asp Gly

Tyr Gly

Val Thr

Glu
Ser

Cys
360
His

Leu

Asp Pro Thr

Ala Thr Thr
430
Tyr Val
445
Phe Ser Gly
460
Ser Arg Thr Thr
475
Thr Ser Thr Gly Thr
490
Gln Gly Trp Thr Gly
505 510
Thr Val Val Asn Pro Tyr
520 525

Gly

Ser Ser Ser
440
Asn

Ser Thr

Thr Ala
Ser

Gly

Acremonium cellulolyticus

Leu Asn Leu Ala Val
10
Tyr Ser Ser
25
Gly Glu Ser
40

Ser

Tyr Thr

Ser Gly
45
Ser Ser Gly Val
60
Thr Ser Val
75
Lys Leu Val
90
Ser Tyr Ser Asn
105
Thr Ala Ala Asp Ile Asn
120 125
Met Ile Trp Leu Gly Lys
140

Ser Lys Ser

Lys Ser Asn

Thr Asn
110

155

Ile Phe
Leu
160
Ala Asp
175

Tyr Gly

His

Ile Ala

Ala Asn
Ile Trp
240
Asp Thr
255

Tyr Ser

Phe Asn

Thr Val
Asn Asp

320
Val Gln
335
Ile Ser

Thr Phe

Met Ala

Asp Asp
400
Asn Ala
415
Ser Gly

Thr Phe
Gly Ser

Thr Thr

480
Gly val
495
Pro Thr

Tyr Ser

Ser

Ile Val
His Vval

Tyr Gly

Ser Gln Ile Gly Thr Ala Asn Val Gly Gly

160
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Asp

Pro

Pro
Ser
Pro
Asp
Gly

Asn

Tyr
Thr
Asp
Ser
Ser
Ser
Ala
Thr

Gln

Ala
Tyr
Gln
Thr
Asn
Ser
Ala
Thr
Gly

Ala

Leu
Cys
Gly
Gly
Gln
Gly

Ala

Asp
Tyr
Thr
Thr
Gly
Asn
Gly
Gly
Ala
Gly
Pro
Asp
Thr
Ala
Gly
Cys

Cys

Gln
Ser
Cys
Thr
Ser
Ile
Asp
Tyr
Ala

Thr
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Trp Gln Leu Trp Tyr Gly Val Asn Gly Ser Gln Lys Thr
165 170 175

Val Ala Ser Ser Gln Thr Thr Ser Trp Asn Gly Asp Ile

180 185 190
Phe Lys Tyr Leu Gln Ser Asn Gln Gly Phe Pro Ala Ser
195 200 205
Leu Ile Asp Leu Gln Phe Gly Thr Glu Pro Phe Thr Gly
210 215 220
Thr Leu
225

-34-

Tyr
Leu
Ser

Ser

Ser

Gln

Gln

Gln

Phe
Phe
Tyr

Thr
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YEU CAUBAO HO
1. Enzym B-glucosidaza chtra mién xuc tac cia p-glucosidaza bao gdm polypeptit chira
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1.

2. Enzym B-glucosidaza theo diém 1, trong d6 enzym nay c6 hoat tinh B-glucosidaza & do
pH nam trong khoang tir 3,0 dén 5,5 va nhiét d6 nim trong khoang tir 30°C dén 60°C va
sir dung co chat 13 p-nitrophenyl B-D- -glucopyranosit.

3. Polynucleotit chira viing ma héa mién xtc tac cia B-glucosidaza bao gbm trinh ty bazo

ma héa polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1.

4. Vecto biéu hién, trong d6 vecto nay chira polynucleotit theo diém 3, va c6 kha nang

biéu hién polypeptit c6 hoat tinh B-glucosidaza & té bao v4t chu.

5. Thé bién nap, trong do thé bién nap nay chira vecto biéu hién theo diém 4.
6. Thé bién nap theo diém 5, trong d6 thé bién nap nay 1 sinh v4t nhan that.
7. Thé bién nap theo diém 5, trong d6 thé bién nap nay 1a nim soi.

8. Phuong phap san xuét enzym B-glucosidaza theo diém 1 hogc 2 bao gbm budc tao ra
polypeptit c6 hoat tinh B-glucosidaza trong thé bién nap theo diém bAt ky trong sb cac
diém tir 5 dén 7.

9. Hn hop xenlulaza chira enzym p-glucosidaza theo diém 1 hoic 2.

10. Phuong phap san xuét san phim phén giai xenluloza bao gdm budc tao ra san pham
phan giai xenluloza bing cich cho nguyén liéu chira xenluloza tiép xuc véi hdn hop

xenlulaza theo diém 9.

11. Phuong phap theo diém 10, trong d6 phwong phap nay con bao gdm buée cho nguyen

liéu chtra xenluloza tiép xuc vé6i it nhit mot loai hemixenlulaza.
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