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

gom: (A) polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, (B) polypeptit

chtra trinh tu axit amin thu duoc bang cach loai bo, thay thé hodc bo sung tir 1 dén 20 axit
amin trén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va c6 hoat tinh B-glucosidaza,
hodc (C) polypeptit c6 trinh tu axit amin c6 dJ tuong d@)ng v6i trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.1 bang 90% hoic cao hon, va c6 hoat tinh P-glucosidaza. Sang ché clng
dé cap dén polynucleotit mé hoa f-glucosidaza nay, vecto biéu hién B-glucosidaza nay, thé
bién nap chtra vecto biéu hién nay, phuong phap san xuat enzym [-glucosidaza nay, hon
hop xenlulaza chira enzym nay va phuong phap san Xuat san pham phan giai xenluloza

bang B-glucosidaza nay.
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Linh vie ky thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén enzym B-glucosidaza thu duoc tir ndm soi Acremonium
cellulolyticus. Cu thé hon, sang ché d& cap dén B-glucosidaza thé hé mai, polynucleotit
ma hoéa B-glucosidaza nay, vecto biéu hién B-glucosidaza nay, thé bién nap chura vecto
biéu hién nay, va phuong phép san xuit san phdm phan giai xenluloza biang p-glucosidaza
nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Gan day, viéc phat trién céc ngudn ning luong thay thé diu mé 1a van dé rat quan
trong, do cdc quan ngai lién quan dén viéc cung cip ning luong cho céc thiét bi van tai,
nhu sy ting gia ddu va nguy co can kiét dau khi trong tuong lai gan, ciing nhu cac van dé
vé moi truong nhu trai dat néng 1én va 6 nhiém bau khi quyén. Sinh khéi thuc vat hodc
lignoxenluloza, 14 ngudn nang luong tai tao phong phu nhit trén trai dat, duoc mong doi
12 ngudn nang luong thay thé cho diu mé. Céc thanh phan chinh trong phan kho cta sinh
khdi nay bao gdm céc polysacarit nhu xenluloza, hemixenluloza, va lignin. Vi dy, cac
polysacarit dugc s dung lam nhién liéu sinh hoc hoic nguyén liéu hoa hoc thd, sau khi
dugc thuy phédn thanh cac monosacarit nhu glucoza hodc xyloza bdi cic glycosit
hydrolaza c¢6 t€n chung la cic enzym xenlulaza. Do d6, trong linh vyc ning lugng sinh
hoc, rét can phat trién nhiéu enzym xenlulaza c6 hoat tinh manh dé thuc hién mot cach

hiéu qua qua trinh thily phan enzym sinh khéi chira xenluloza.

Lignoxenluloza 13 hop chit ¢6 cu triic rat phtc tap, nén rat kho c6 thé phan giai
dugc bing mdt enzym phén giai xenluloza duy nhét. Qu4 trinh phan giai lignoxenluloza
thinh duong can it nhit ba loai enzym: endoglucanaza (xenlulaza hoic
endo-1,4-B-D-glucanaza, ma s6 EC 3.2.1.4) phan cét mot cach ngau nhién & cac vi tri bén
trong mach xenluloza, xenlobiohydrolaza (1,4-B-xenlobiosidaza hodc xenlobiohydrolaza,
ma s6 EC 3.2.1.91) déng vai trd nhu mot exo-xenlulaza phéan cét & cac diu khir hodc cac
diu khong khir cia mach xenluloza va gidi phéng sin phdm chinh xenlobioza, va

B-glucosidaza (ma sb EC 3.2.1.21) thity phéan xenlobioza thanh glucoza. Ngoai ra, can ¢o
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hén hop thich hop chira nhidu enzym bao gdm xylanaza (endo-1,4-B-xylanaza, ma sé EC

3.2.1.8) 12 hemixenlulaza va cac enzym phan giai thanh té bao thuc vét khac.

Hién nay da phan 1ap dugc ching ndm sgi Acremonium cellulolyticus sén sinh
xenlulaza thiy phén c6 hoat luc cao, va hai gen ma héa xenlobiohydrolaza, 3 gen ma hoa
B-glucosidaza va 7 gen ma hoa endoglucanaza (xem, Tai li¢u Patent 1). Endoglucanaza la
mdt trong sd cac glycosit hydrolaza tham gia vao qua trinh san sinh monosacarit bing

céch phan cit ngiu nhién va phén giai xenluloza hoic lignoxenluloza nhu hemixenluloza.
Tai lidu vién déan
Tai liéu Patent 1: Pon Cong b Patent chua thdm dinh Nhat Ban, sb 2010-148427
Ban chit k§y thuit ciia sang ché

Muc dich cta sang ché 1a dé cdp dén enzym B-glucosidaza thu dugce tir nam soi
Acremonium cellulolyticus, polynucleotit ma hoéa B-glucosidaza nay, vecto biéu hién
B-glucosidaza nay, theé bién nap chira vecto bi€u hién nay, va phuong phap san xuat san

phim phén giai xenluloza bing B-glucosidaza nay.

Tir két qua nghién ctru phat trién enzym xenlulaza thé hé méi c¢6 hoat tinh manh,
cac tac gia sang ché da phan lap va xac dinh duoc gen ma héa xenlulaza thé hé méi tir
_ nam sqi Acremonium cellulolyticus, nhd d6 thuc hién duogc sang ché nay. Cu thé, séng

che dé cép dén cac phuong 4n sau:

1. Enzym B-glucosidaza chira mién xic tic ctia B-glucosidaza bao gdm: (A)
polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, (B) polypeptit chira trinh
tur axit amin thu dugc bang cach loai bo, thay thé hodc bd sung tir 1 dén 20 axit amin trén
trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va ¢6 hoat tinh B-glucosidaza, hoic (C)
polypeptit ¢6 trinh ty axit amin c6 d twong déng v6i trinh tr axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO.1 bing 90% hoic cao hon, va c6 hoat tinh B-glucosidaza.

2. Enzym B-glucosidaza theo phuong 4n 1, trong d6 enzym nay cd hoat tinh
B-glucosidaza & do pH nim trong khoang tir 3,0 dén 5,5 va nhiét d6 nim trong khodang tir
30°C dén 45°C va sir dung co chit 14 p-nitrophenyl -D-glucopyranosit.

3. Polynucleotit chira viing ma hoa mién xtc tic ctia B-glucosidaza bao gdm: (a)

trinh tu bazo ma héa polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, (b)
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trinh tu bazo ma héa polypeptit chira trinh tr axit amin thu dugc bing cach loai bo, thay
thé hodc bd sung tir 1 dn 20 axit amin trén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.1, va co6 hoat tinh B-glucosidaza, hodc (c) trinh tu bazo ma hoa polypeptit ¢6 trinh tu
axit amin c6 do twong ddng véi trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 bang 90%

hodc cao hon, va c6 hoat tinh B-glucosidaza.

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

kha nang biéu hién polypeptit c6 hoat tinh p-glucosidaza & t& bao vat chu.
5. Thé bién nap, trong d6 thé bién nap nay chira vecto biéu hién theo phuong é4n 4.
6. Thé bién nap theo phwong 4n 5, trong d6 thé bién nap nay la sinh vat nhan that.
7. Thé bién nap theo phuong 4n 5, trong d6 thé bién nap nay 1a ndm soi.

8. Phuong phép san xuét enzym B-glucosidaza bao gdm bude tao ra polypeptit c6
hoat tinh B-glucosidaza trong thé bién nap theo phuong 4n bét ky trong sb cac diém tir 5
dén 7.

9. Hon hop xenlulaza chtta enzym B-glucosidaza theo phuong 4n 1 hodc 2 hodc
enzym p-glucosidaza thu dugc bing phuong phéap theo phuong 4n 8, va it nhat mét loai

xenlulaza khéc.

10. Phuong phép san xudt san phdm phén giai xenluloza bao gdm budc tao ra san
phém phan giai xenluloza bang cach cho nguyén liéu chira xenluloza tiép xuic v6i enzym
B-glucosidaza theo phuong an 1 hodc 2 hozc enzym B-glucosidaza thu dugc bang phuong

phép theo phuong én 8.

11. Phuong phap theo phuong 4an 10, trong d6 phuong phap nay con bao gdm budc

cho nguyén liéu chira xenluloza ti€p xtic véi it nhat mdt loai xenlulaza khac.

12. Phuong phép theo phuong 4n 10, trong d6 phuong phap nay con bao gém buée
cho nguyén liéu chira xenluloza tiép xtc vé6i xenlobiohydrolaza chira trinh ty 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 4n 10, trong d6 phuong phap nay con bao gém budc
cho nguyén liéu chira xenluloza tiép xtc véi xenlobiohydrolaza chtra trinh ty axit amin

. nhu néu trong SEQ ID NO.12, endoglucanaza chua trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
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ID NO.13, va it nhit mét loai hemixenlulaza.

Enzym B-glucosidaza theo sing ché 1a B-glucosidaza thé hé méi thu dugc tir nAm
sgi Acremonium cellulolyticus. Do enzym nay c6 hoat tinh hydrolaza dbi véi xenluloza,

nén né dic biét hitu dung dé dung trong xir 1y thily phéan sinh khdi chtra xenluloza.

Ngoai ra, polynucleotit, vecto biéu hién chira polynucleotit nay, va thé bién nap
chira vecto biéu hién theo sang ché 1a hitu dung d& san xuét enzym [B-glucosidaza theo

sang ché.
M6 ta vin tit cac hinh vé

‘Fig.l thé hién két qua phan tich dién di trén gel SDS-PAGE ctia miu enzym
B-glucosidaza (BGL) dugc mé ta & Vidu 1.

Fig.2 thé hién sdc ky d6 HPLC ctia dich thity phan thu dugc tir qua trinh xi 1y than
va 14 cay ngd sau thu hoach bing ché phdm enzym dwoc mé ta & vi du 1véi cac phéan

doan thu dugc & thoi gian luu ndm trong khoang tir 10 phit dén 16 phut.

Fig.3 thé hién sic ky d6 HPLC cta dung dich phén Ung trudc va sau khi thuc
hién phan tng enzym BGL dugc mb ta & vi du 1 bang cach st dung co chét 1a xenlobioza

v6i cac phan doan thu duge & thoi gian luu ndm trong khoang tir 9 phit dén 15 phut.

Fig.4 thé hién sic ky d6 HPLC cta dung dich phéan Gng trudc va sau khi thuc
hién phan tng enzym BGL dugc md ta & vi du 1 bang cach st dung co chét 1a xylobioza

v6i cac phan doan thu duge & thoi gian luu ndm trong khoang tir 9 phut dén 15 phut.
M0 ta chi tiét sang ché
Enzym B-glucosidaza theo sang ché

Céc tac gia sang ché da phan l4p va x4c dinh duoc gen ma héa B-glucosidaza thé
hé méi tir ANDbs (ADN bd sung) duoc téng hop bing phan Ung phién ma ngugc véi
khudn 1a ARNtt (ARN thong tin) phéan ldp dugc tir ndm so1 Acremonium cellulolyticus,
gen ndy dugc viét tit 1a gen BGL, va B-glucosidaza dugc ma héa bang gen nay duoc viét
tat 1a enzym BGL. Trinh ti axit amin cia BGL dugc th hién trong SEQ ID NO.1, va
trinh tu bazo ma héa BGL (trinh tu bazo ctia viing mang mi di truyén ctia gen BGL) dugc
thé hién trong SEQ ID NO.2.


LDT248
Textbox
các hình vẽ
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Nhin chung, & protein c6 mdt sb hoat tinh sinh hoc, thi mdt hodc hodc hai hodc
nhiéu axit amin ¢6 thé dugc loai bd, thay thé, hodc bd sung ma khong lam giam hoat tinh
sinh hoc cuia protein ndy. Theo d6, & BGL mot hodc hodc hai hodc nhiéu axit amin cling
c6 thé dugc loai bo, thay thé, hoic bd sung ma khong lam giam hoat tinh cua

B-glucosidaza.

Theo khia canh thi nhit, sang ché d& cap dén enzym B-glucosidaza chira mién xuc
tac clia B-glucosidaza bao gdm mot trong sb céc polypeptit tir (A) dén (C) duge chi ra
dudi day:

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

(B) polypeptit chira trinh tu axit amin thu dugc bing cach loai b, thay thé hogc bd
sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va c6

hoat tinh B-glucosidaza; hodc

(C) polypeptit c6 trinh tir axit amin c6 d§ twong ddng véi trinh ty axit amin nhu

néu trong SEQ ID NO.1 bing 90% hodc cao hon, va ¢6 hoat tinh B-glucosidaza.

Thuét ngt “loai bo axit amin trén polypeptit” dugc ding trong ban mo ta nay dé

chi su loai bé (hodc x6a bo) doan axit amin chira polypeptit.

Thuit ngir “thay thé axit amin trén polypeptit” duoc ding trong ban mo ta nay dé

chi sy thay thé axit amin chira polypeptit bang mot axit amin khéc.

Thuét ngir “bd sung axit amin trén polypeptit” dugc dung trong ban mo ta nay dé

chi su chén axit amin mdi vao polypeptit.

Tt hon néu, trong polypeptit & muc (B) sb lrgng axit amin dugc loai bo, thay thé
hoic bd sung trén trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 ndm trong khoang tir 1
dén 20, tét hon nira néu nim trong khoang tir 1 dén 10 va con tdt hon nita néu nim trong
khodng tir 1 dén 5. Khong cé gidi han cu thé v& vi tri cia céc axit amin dugc loai bo, thay
thé, hodc bd sung trén mbi trinh tur axit amin mién 1a polypeptit nay chira trinh tu axit
amin trong do6 céc axit amin da dugc loai bd, thay thé, hoac bd sung van duy tri dugc hoat

tinh B-glucosidaza.

Khong ¢6 gidi han cu thé v& d6 twong ddng cua polypeptit & muc (C) v6i trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 mién 1a polypeptit ndy c6 do twong ddng véi trinh
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tu nhu néu trong SEQ ID NO.1 bing 90% hoic cao hon va nhd hon 100%, t&t hon néu
bang 93% hodc cao hon va nhd hon 100%, t6t hon nita néu bing 95% hodc cao hon va

nho hon 100%, va con tét hon nira néu bang 98% hodc cao hon va nhé hon 100%.

Do tuong dong trinh tu (d6 twong ddng) gifta hai trinh tu axit amin dwoc xéc dinh
nhu sau: hai trinh tur axit amin nay dugc dat canh nhau véi cac khoang tréng & mot sd vi
tri tinh todn d& chén va loai bé sao cho s lugng cac axit amin gidng nhau 16n nhit c6 thé
tring khép, va do tuong dong trinh tir dugc tinh 13 ty 16 phan trim cta c4c axit amin
trung khép so véi toan b céc trinh tu axit amin, khong bao gdm céc khoang tréng, theo
cach sap xép thu duge. Do tuong ddng trinh ty gitta céc trinh tw axit amin c6 thé duge
xéac dinh bing cdc phin mém tra ctru d6 tuong ddng da biét trong linh vuc nay. by tuong
dong clia cAc trinh t axit amin theo sang ché dugc xé4c dinh dua trén sy sip xép thu duoc
tir chitc ning tring khép t6i da ciia phdn mém trang ciru d tuong dong, Genetyx Ver.
11.0.

Céc polypeptit & muc (B) va (C) ¢6 thé duoc thiét ké nhan tao, hodc cling co thé 1a

thé twong ddng cia BGL, hoic doan protein cua no.

Céc polypeptit & cac muc tir (A) dén (C) c6 thé duoc tdng hop tuong Ung bing
phwong phép héa hoc dya trén trinh ty axit amin ndy, hogc ciling c6 thé duoc tdng hop
bang hé théng biéu hién protein bang cach sir dung polynucleotit theo khia canh thit hai
ctia sang ché dugc mo ta dudi day. Ngoai ra, cac polypeptit & muc (B) va (C) ciing c6 thé
dugc tong hop nhan tao duwa trén polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.1, bang céch sir dung k§ thuat tai td hop gen dé chén cac dot bién axit amin vao.

Co chét ctia enzym B-glucosidaza theo sang ché 1a glucan chtra lién két B-glycosit.
Vi du vé co chit cua B-glucosidaza theo sang ché bao gdm xenluloza tinh thé,
carboxymetyl xenluloza (CMC), glucan chtra lién két p-1,4 glycosit nhu xenlobioza,
glucan chira lién két p-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 co hoat tinh B-glucosidaza & nhiét do nim
trong khoang 30°C dén 45°C. Tét hon néu, enzym nay co hoat tinh B-glucosidaza & nhiét
d6 nim trong khoang tir 25°C dén 55°C, tét hon nita néu enzym nay cé hoat tinh

B-glucosidaza & nhiét dd nim trong khoang tur 20°C dén 60°C. Tét hon néu
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B-glucosidaza theo sang ché c6 hoat tinh p-glucosidaza & nhiét do ti wu ndm trong
khoang tir 25°C dén 55°C, t6t hon nita néu & nhiét do t6i wu nim trong khoéang tir 30°C

dén 50°C, con tbt hon nira néu & nhiét do t8i wu ndm trong khoang tir 40°C dén 50°C.

Thuat ngit “hoat tinh cta B-glucosidaza™ dugc ding trong bin mé ta nay dé chi
hoat tinh ma st dung co chit 1 glucan chira lién két B-glycosit va tao ra monosacarit

bang cach thiy phin co chit nay.

Mic du thay dbi phu thudc vao nhiét d6 phan tng, nhung d6 pH tdi wu cia
B-glucosidaza theo sang ché nim trong khoang tir 4,0 dén 6,0, t6t hon néu nidm trong
khoang tir 4,0 dén 6,0, tdt hon nita néu nim trong khoang tir 4,5 dén 6,0. Tét hon néu,
B-glucosidaza theo sang ché ¢ hoat tinh B-glucosidaza & d6 pH it nh4t ndm trong khoang
tir 4,5 dén 5,5, t6t hon néu & do pH nam trong khoang tir 3,0 dén 5,5, va tdt hon nita néu

& d6 pH nam trong khoang tir 2,5 dén 6,0.

Enzym B-glucosidaza theo sang ché ciing c6 thé ¢6 hoat tinh thuy phén xenluloza
khic v6i hoat tinh B-glucosidaza. Vi du vé cac hoat tinh thity phan xenluloza khéc ctia
B-glucosidaza theo sang ché bao gdbm hoat tinh xenlobiohydrolaza, hoat tinh

endoglucanaza va hoat tinh xylanaza.

Enzym p-glucosidaza theo sing ché c6 thé chi chira mién xuc tac cia
B-glucosidaza bao gdm mét polypeptit bit ky trong s céc polypeptit & cac muc tir (A)
dén (C) néu trén, hoic ciing ¢6 thé chira cac ving khéc. Vi du vé cac vung khéc nay bao
gbm céc ving khéc v6i mién xtc tac da biét cia B-glucosidaza. Vi du, B-glucosidaza theo
sang ché ciing c6 thé thu duoc bing cach thay thé mién xtc tic dd biét cia bang

polypeptit & cac muc tir (A) dén (C) néu trén.

Enzym B-glucosidaza theo sang ché ciing c6 thé chira peptit tin hiéu c6 kha nang
véan chuyén né dén ving dic hiéu dé khu tra & bén trong t& bao, hodc peptit tin hiéu dé
bai tiét ra ngoai té bao, vi du, & dau tan cung N hodc dau tan cung C cda no. Vi du vé céc
peptit tin hiéu nay bao gbém peptit tin hiéu mang ludi ndi chit, peptit tin hiéu van chuyén
nhan va peptit tin hiéu bai tiét. Viéc bd sung peptit tin hiéu vao dau tan cing N hozc dau
tan cung C cua B-glucosidaza néu trén cho phép né duge biéu hién & thé bién nap dé
dugc bai tiét & bén ngoai té bao hodc nim trong mang ludi ndi chit hodc cac vi tri khac

trong té bao.
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Khéng c6 gi6i han cu thé vé peptit tin hiéu mang ludi ndi chit mién 1a peptit nay
c6 kha ning gitt polypeptit bén trong mang luéi ndi chat, va peptit tin hiéu mang ludi noi
chét da biét c6 thé duoc sir dung thich hop. Vi du v& peptit tin hiéu mang 1u6i nodi chit

bao gdm peptit tin hiéu chira trinh tyr axit amin HDEL, hodc cac peptit tuong tu.

Ngoai ra, c4c trinh tg danh d4u khéc nhau c6 thé duoc bd sung vao diu tan cung N
hodc d4u tan ciing C cia B-glucosidaza theo sang ché, dé c6 thé tinh ché d& dang va thudn
tién sau khi san xuét enzym nay béng hé théng biéu hién. Vi du vé céc trinh tu danh diu
bao g@)m cac trinh tg thuong duoc st dung dé biéu hién hodc tinh ché protein tai td hop,
nhu trinh tu danh d4u His, trinh tu danh ddu HA (hemagglutinin), trinh tu danh diu Myc
hodc trinh tu danh dau Flag.

Ngoadi ra, B-glucosidaza theo sang ché ciing c6 thé chira cac ving chire nang khéc
mién 13 hoat tinh B-glucosidaza thu duoc tir cac polypeptit & cac inuc tir (A) dén (C) néu
trén khéng bi suy giam. Vi du vé céc ving chirc nang khac bao gém ving gin két
xenluloza. Virdu vé ving gin két xenluloza bao gdm ving gin két xenluloza duogc gift

béi protein di biét hodc ving gén két xenluloza da dugc cai bién thich hop.

Khi B-glucosidaza theo sang ché chira ving chirc nang khac véi mién xuc téc cia
B-glucosidaza, ving nay cé thé nim & phia trude (ddu tan cing N) hodc & phia sau (ddu
tan ciing C) so véi mién xuc tac ctia B-glucosidaza. Ngoai ra, vung chirc nang khac va
mién xuc tac ciia B-glucosidaza c6 thé duoc lién két truc tiép hodc théng qua mdi lién két
c6 chiéu dai thich hop.

Polynucleotit ma héa B-glucosidaza theo sang ché

Theo khia canh thir hai, sang ché @& cap dén polynucleotit ma hoa B-glucosidaza
theo khia canh thir nh4t. Enzym B-glucosidaza nay c6 thé dugc tao ra biang hé théng biéu
hién 14 vét chi dugc chén vecto biéu hién chira polynucleotit nay.

Cu thé hon, sang ché d& cap dén polynucleotit chira viing ma héa mién xuc tac cua
B-glucosidaza bao gdm mot trinh tur bazo bét ky trong s céc trinh tu bazo tir (a) dén (d)

Sau:

(a) trinh tu bazo ma hoéa polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.1;
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(b) trinh tu bazo ma héa polypeptit chira trinh tir axit amin thu dwgc bang cach
loai bo, thay thé hodc bd sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO.1, va c¢6 hoat tinh B-glucosidaza; hodc

(¢) trinh tr bazo ma hoéa polypeptit ¢ trinh tir axit amin ¢6 d§ twong ddng véi
trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 béng 90% hodc cao hon, va c¢6 hoat tinh

B-glucosidaza.

D6 tuong ddng gitra hai trinh trr bazo dugc x4c dinh nhu sau: hai trinh ty bazo nay
nay dugc didt canh nhau véi cac khodng tréng & mot s vi tri tinh toan dé chén va loai bo
sao cho s6 lugng céc bazo gidng nhau 16n nhét ¢6 thé tring khép, va do trong ddng trinh
tu dugc tinh 14 ty 1€ phén trdm cua cac bazo trung khdp so véi toan bd céc trinh tu bazo,
khong bao gém cac khoang tréng, theo cach sip xép thu dugc. Do twong ddng giira cac
trinh tu bazo c6 thé dugc xac dinh bang cac phdn mém tra ctru d6 tuong dong da biét
trong linh vuc nay. Do tuong ddng gitra cac trinh tir bazo theo sang ché duge xéac dinh
- duya trén su sap xép thu duoc tir chirc nang tring khép t6i da ctia phin mém trang ctru 4o

tuong déng, Genetyx Ver. 11.0.

Thuat ngir “cac diéu kién nghiém ngat” dugc ding trong ban mé ta dé chi, vi du,
phuong phéap thtr nghiém dugc md ta trong tai licu: NATURE PROTOCOL (VOL. 1, No,
2, p. 518 to 525, cong bb truc tuyén: 27/06/2006, doi:10.1038/nprot.2006.73). Vi du vé
céc diéu kién nay bao gdm céc diéu kién dé thuc hién qua trinh lai hoa bang cach nudi
cdy trong vai gio dén qua dém & nhiét d6 40°C trong dung dich dém lai héa SSC 6x
(Thanh phén ciia dung dich SSC 20x: natri clorua 3M, dung dich axit xitric 0,3M), dung
dich Denhardt 5x (Thanh phéin ctia dung dich Denhardt 100x: 2% khéi luong albumin
huyét thanh bo, 2% khdi luong ficoll, 2% khéi luong polyvinylpyrolidon), dung dich
SDS 0,5% khéi luong, va ADN tinh trang ¢4 hdi 0,1mg/mL.

Trong cac trinh tu bazo theo cac muc tir (a) dén (c) néu trén, tét hon néu bd ba
phéan giai cé tn sut st dung cao & vat chu duge chon 1am b ba phan giai. Vi du, trinh
tur bazo theo muc (a) néu trén c6 thé 1 trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.2 hoac
trinh ty bazo d3 duoc cai bién béng bd ba c6 tin suit st dung cao & vat chu khong lam
bién ddi trinh tyr axit amin dugc ma héa (SEQ ID NO.1). C4c bd ba nay c¢6 thé duge bién
d6i bang k¥ thuat tai to hop gen da biét.
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Polynucleotit c6 trinh tyr bazo nhu néu trong SEQ ID NO.2 ¢6 thé duoc téng hop
héa hoc dua trén thong tin trinh ty bazo, hodc c¢6 thé 1a vung chira mién xtc tac cla
B-glucosidaza trong gen BGL clia ndm soi Acremonium cellulolyticus tir ty nhién dugc
téng hop bang k¥ thuat tai t6 hop gen. Toan bd gen BGL hodc ving chira mién xuc téc
clia B-glucosidaza trong gen BGL c6 thé dugc téng hop, vi du, bing cach thu thap mau
chia Acremonium cellulolyticus tir tu nhién, st dung khuén 13 ADNbs dugc tdng hop
bﬁng phan Ung phién ma ngugc tir khudn 12 ARNtt thu dugc tir miu nim sgi néu trén, va
thuc hién phan tng PCR bang cach sir dung mdi xudi va mdi nguoc duge thiét ké theo

cac phuong phép da biét dva trén trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.2.

Vi duy, cac polynucleotit c6 céc trinh tu bazo theo muc (b), (¢) hodc (d) néu trén c6
thé duge téng hop nhan tao bang cach loai bo, thay thé hodc bd sung mot hodc hai hoac

nhiéu bazo trong polynucleotit ¢6 trinh tur bazo nhu néu trong SEQ ID NO.2.

Thuat ngit “loai bd bazo trén polynucleotit” duge ding trong ban mé ta dé chi su

loai bd (hodc xd6a bo) doan nucleotit chira polypeptide.

Thuét ngit “thay thé bazo trén polynucleotit” dugc ding trong ban md ta dé chi su

thay thé bazo chira polynucleotit bing mot bazo khac.

Thuét ngir “bd sung bazo trén polynucleotit “ dugc ding trong ban md ta d& chi

su chén bazo mai vao polynucleotit.

Polynucleotit theo sdng ché cé thé chi chta ving mad hdéa mién xdc tic cla
B-glucosidaza, hodc ngoai vung ma héa mién xuc tic cua B-glucosidaza, polynucleotit
theo sang ché cling c6 thé chira viing ma héa mdt vung chirc nang khac nhu ving gin két

xenluloza, mdi lién két, cac peptit tin hi¢u, hodc trinh tu danh d4u khéc nhau.
Vecto biéu hién theo sang ché

Theo khia canh thr ba, sang ché dé cap dén vecto biéu hién chira polynucleotit
theo khia canh thtr hai ciia sang ché, va c¢6 kha nang biéu hién polypeptit c6 hoat tinh
B-glucosidaza & t& bao vat chi. Theo d6, vecto bidu hién nay la vecto trong do
polynucleotit theo sang ché dugc két hop vao & trang thai co kha nang biéu hién

B-glucosidaza néu trén.

Thuét ngit “vecto biéu hién” duge ding trong ban mo ta d& chi vecto chra ADN
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c6 ving khoi dau, ADN c6 trinh tu dé két hop ADN khéc loai va ADN c¢6 ving két thic

bat dAu tir doan trinh ty ndm phia trude.

Cu thé hon, catxet biéu hién chita ADN ¢6 viing khéi dau, polynucleotit theo séng
ché, va ADN c6 ving két thuc can dé két hop vao vecto biéu hién nay bit dau tir doan
trinh tu nim phia sau. Polynucleotit theo sang ché c6 thé dugc két hop vao vecto bidu
hién nay bang cac k¥ thuat tai td hop gen da biét. Kit tdng hop vecto biu hién c¢6 ban
trén thi trudng ciing ¢6 thé dugc sir dung dé két hop polynucleotit theo sang ché vao

vecto bi€u hién nay.

Vecto biéu hién nay c6 thé duge bién nap vao sinh vat nhan so nhu Escherichia
coli hodc ¢6 thé dugc bién nap vao sinh vat nhan that nhu ndm men, ndm soi, t& bao con
tring da nudi cdy, té bao dong vat ¢6 vi da nudi cdy hoic té bao thuc vat. Cac vecto bidu
hién tuy y thuong dugc sit dung cho mdi vat chi c6 thé duoc st dung cho cac vecto biéu
hién nay.

Tt hon néu, vecto biéu hién theo sang ché dugc bién nap vao sinh vat nhan so
hoidc vecto biéu hién duoc bién nap vao sinh vét nhan that nhr ndm men hodc ndm SOi,
tdt hon nita néu vecto biéu hién theo sang ché duoc bién nap vao sinh vat nhin that, con
t8t hon nita néu vecto biéu hién theo sang ché duoc bién nap vao nim soi, va van tét hon
nita néu vecto biéu hién theo sang ché dugc bién nap vao nam Aspergillus. Viéc st dung
hé théng biéu hién & sinh vat nhan so hodc sinh vat nhan that c6 thé d& dang tao ra
B-glucosidaza theo sang ché v6i ning sudt cao. Ngoai ra, do enzym [B-glucosidaza chtra
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 vdn c6 sin trong nim soi Acremonium
cellulolyticus, nén nd c6 thé duge tdng hop véi cac dic tinh gidng hét nhu cua
B-glucosidaza tw nhién bang cach biéu hién B-glucosidaza bang hé théng biéu hién cua
céc sinh vat nhan that nhu ndm soi.

Tét hon néu, ngoai polynucleotit theo khia canh tht hai, vecto biéu hién theo sang
ché ciing mang gen khang thubc. Do diéu ndy sé& gitip cho dé& dang sang loc sinh vét cha
da duoc bién nap vecto biéu hién va sinh vat chii chua duge bién nap. Vi du vé cac gen
khang thuc bao gdém gen khang ampicilin, gen khang kanamycin, gen khing

hygromycin, hodc cic gen khang thudc twong tur.

Thé bién nap theo sang ché
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Theo khia canh thir tu, sang ché @& cap dén thé bién nap chira vecto biéu hién theo
khia canh thir ba. Enzym B-glucosidaza theo sang ché co thé dugc biéu hién & thé bién
nap ndy. Enzym B-glucosidaza theo sang ché c6 thé duoc biéu hién & nhidu vat cha nhu

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

Khong c6 gi6i han cu thé vé& phuong phap dugc st dung dé tao ra thé bién nap
bang cach sir dung vecto biéu hién, va qua trinh tdng hop c6 thé duoc thyuc hién theo
phuong phap théng thudng duge sir dung dé tao ra thé bién nap. Vi du vé cac phuong
phap nday bao gdém phuong phip PEG (polyetylen glycol)-canxi, phuong phap
Agrobacterium, phuong phép sting gen, phuong phép dién di, va cac phuong phép tuong
tu. Trong s6 d6, khi vét chi 1a nim s¢i, thi phuong phap PEG-canxi hodc phuong phap

Agrobacterium dugc uu tién.

Khi vét chu 1a sinh vét nhan so, ndm men, nam soi, t€ bao con trung da nudi cly
hodc t€ bao dong vét c6 vii dd nudi cay va céc té bao tuong tu, thi thé bi€n nap thu dugc
theo sang ché c6 theé dugc nudi cay bang cac phuong phép tuong tu dugc sir dung dé nudi

cay vét chu nay trude khi bién nap.

Tét hon néu, sinh vat nhan that nhu nAm men, nidm soi, té bao con trung da nudi
ciy hoic té bao dong vat c6 vii da nudi cdy va cac té bao trong tu dugc sir dung lam vat
chtt mang vecto biéu hién. Do cac dot bién glycosyl hoa duge thue hién trén cac protein &
sinh vat nhén that, nén viéc st dung thé bién nap 1a sinh vat nhéan that co thé tao ra
B-glucosidaza c6 dd dn dinh nhiét cao hon so véi viée sir dung thé bién nap la sinh vét
nhan so. Dac biét, khi thé bién nap la ndm s¢i nhu 13 Aspergillus va sinh vat nhan thit
nhu ndm sgi hodc nAm men, thi c6 thé d& dang tao ra dugc B-glucosidaza c6 do 4n dinh

nhiét cao va ndng 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 thit ba c¢6 thé duogc két hop vao bd gen hodc
c6 thé nim dbc 14p & bén ngoai bd gen.

Phuong phép san xuét enzym B-glucosidaza theo sang ché

Theo khia canh thi nam, sang ché dé cap dén phwong phép san xuét enzym
B-glucosidaza trong thé bién nap néu trén. Enzym B-glucosidaza theo sang ché c6 thé

dugc biéu hién on dinh trong thé bién nap dugc tao ra bang cach st dung vecto bi€u hién
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trong d6 polynucleotit theo khia canh thir hai dugc két hop vao & phia sau viing khai dau
khéng c6 kha nang kiém soat tin xuit biéu hién va cac yéu tb tuong tu. Mit khac, béng
cach thuc hién qua trinh xit Iy cam ng thich hgp trén thé bién nap da tao ra ving khoi
dau c6 thé cam g biéu hién theo hop chét hodc nhiét d6 cu thé va cac diéu kién tuong

tu, trong cdc diéu kién tuong tng dé bi€u hién B-glucosidaza ¢ thé bi€n nap mong mudn.

Khong c6 giéi han cu thé vé cic phuong phap chiét xudt hodc tinh ché
B-glucosidaza tir thé bién nap néu trén mién 12 phwong phap nay khong lam giam hoat
tinh ciia B-glucosidaza, va qué trinh chiét xuét c6 thé dugc thuc hién theo phuong phap
chiét xuét polypeptit thong thuong tir cac té bao hodc mé sinh hoc. Vi du vé& mot phuong
phap chiét xuat nay bao gdm budc ngam thé bién nap néu trén vao dung dich dém thich
hop dé chiét xuat p-glucosidaza, sau d6 phan tach dich chiét va phin ba rin. Tét hon néu
dung dich dém niy chtra chét 1am ting do tan nhu chit hoat dong bé mit. Khi thé bién
nap la thuc vat, thi thé bién nap cé thé dugc cit hodc nghién so bd trude khi ngdm vao
dung dich dém. Ngoai ra, phwong phap phan tach ran-16ng da biét c6 thé duoc sir dung dé
phan tach dich chiét va phan ba rén, nhu phuong phép loc, loc nén, tach ly tAm, va thé
bién nap c6 thé dugc ép trong khi van duge ngam trong dung dich dém chiét xuit. Enzym
B-glucosidaza trong dich chiét c6 thé duoc tinh ché bang cic phuong phép da biét nhu két

tinh, siéu loc hodc sic ky.

Khi B-glucosidaza theo séng ché da dugc biéu hién & trang thai chira peptit tin
hiéu bai tiét trong thé bién nap néu trén, sau khi nudi cy thé bién nap nay, ¢6 thé d& dang
va thuan tién thu dugc dung dich nudi cdy chira B-glucosidaza bang cach thu hdi phén
dich ndi nudi cdy tir canh truong thu dugc ma khong chira thé bién nap. Ngoai ra, khi
B-glucosidaza theo sang ché chira trinh tu d4nh d4u nhu trinh tw dénh ddu His, c6 thé d&
dang va thuan tién tinh ché p-glucosidaza chira trong dich chiét hoic phan dich ndi nudi

chy c6 thé dugc tinh ché bing phuong phap sic ky ai luc sir dung trinh tw danh du nay.

Ttc 13, phuong phép san xuit enzym p-glucosidaza theo sang ché bao gbm budc
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 mudn.
Hon hop xenlulaza theo sang ché

Theo khia canh thtr sau, sang ché @& cip dén hdn hop xenlulaza chira enzym
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B-glucosidaza theo khia canh thir nhat hodc p-glucosidaza thu dugc bing phuong phéap
san xuét enzym B-glucosidaza theo khia canh thir nam, va it nhat mot loai xenlulaza khac.
Enzym B-glucosidaza thu dugc bang phuong phép san xuit enzym B-glucosidaza theo
khia canh th& nim c6 thé & trang thai ndm trong thé bién nap theo sang ché hoic c6 thé
dugc chiét xuit hosc tinh ché tir thé bién nap nay. Glucan chira lién két B-1,4 glycosit nhu
xenluloza c6 thé duoc phén giai mot cach hiéu qua hon bang p-glucosidaza theo sang ché

& dang hdn hop véi cac xenlulaza khac.

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

xenlulaza néu trén mién 13 né c6 hoat tinh thily phan xenluloza.

Vi du vé cac xenlulaza khac véi B-glucosidaza theo sang ché chira trong hon hop
xenlulaza niy bao gdbm hemixenlulaza nhu xylanaza hogc B-xylosidaza, endoglucanaza,
xenlobiohydrolaza, hogc cac enzym tuong tw. Tét hon néu, hdn hop xenlulaza theo séng
ché chira it nhat mot hemixenlulaza va xenlobiohydrolaza, va t&t hon nita néu hén hop
ndy chita c4 hemixenlulaza 1an xenlobiohydrolaza. Dic biét, tét hon néu hdn hop nay
chira it nhidt mot hodc nhiéu xenlulaza dugc chon tr nhém bao gém xylanaza,
B-xylosidaza, endoglucanaza va xenlobiohydrolaza, va t&t hon nita néu hdn hop nay chtra

toan bg cic enzym xylanaza, B-xylosidaza, endoglucanaza va xenlobiohydrolaza.
Phuong phap san xuit san phidm phan giai xenluloza theo sang ché

Theo khia canh th bay, sang ché dé c4p dén phuong phép san xuét san pham phén
giai xenluloza dé thu dugc san phim phan giai xenluloza bang B-glucosidaza theo séng
ché. Cu thé hon, san phim phan giai xenluloza duoc tao ra bang cach cho nguyén li¢u
chira xenluloza tiép xtic véi B-glucosidaza theo khia canh thir nhét, thé bién nap theo khia
canh thtt tu hodc B-glucosidaza thu dugc bing phuong phdp san xuét enzym

B-glucosidaza theo khia canh thir nam.

Khéng c6 gi6i han cu thé vé nguyén liéu chira xenluloza mién 13 n6 chira
xenluloza. Vi du vé& nguyén liéu nay bao gdm sinh khdi xenluloza nhu ¢d hoic chét thai
nong nghiép va gidy da qua st dung. Tét hon néu, nguyén liéu chira xenluloza duge xir ly
co hoc nhu nghién hodc bam nhd, xtr Iy héa hoc nhu xir ly br?lng axit hoic kiém, hodc xr
ly ngdm hodc hoa tan vao dung dich dém thich hop truéc khi cho tiép xuc véi

B-glucosidaza theo sang ché.
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Céc diéu kién ctia phan Gng thay phan xenluloza boi B-glucosidaza theo sang ché
1a cac diéu kién cho phép enzym nay thé hién dugc hoat tinh cia B-glucosidaza. Tét hon
néu phan tmg thily phan xenluloza dugc thuc hién & nhiét dd nim trong khoang tir 26°C
dén 60°C va & d6 pH nim trong khoang tir 4,0 dén 6,0 va t6t hon nita néu phan Ung nay
dugc thuc hién & nhiét d6 nam trong khoang tir 25°C dén 55°C va & do pH nim trong
khoang tir 4,0 dén 6,0. Thoi gian ciia phan tmg thily phan xenluloza duge didu chinh mot
cach thich hop theo nhiéu yéu t6 nhu loai nguyén liéu chtra xenluloza cin thiy phén,
phuong phéap xur Iy so bo hodc lugng nguyén liéu dugce sir dung. Vi dy, phan ung thiy

phan xenluloza c6 thé duoc thuc hién trong khoang tir 10 phut dén 12 gio.

Ngoai B-glucosidaza theo sang ché, t6t hon néu it nhit mot loai xenlulaza khac
duge sir dung trong phan tng thily phan xenluloza. Cac xenlulaza gidng nhu cac enzym
chira trong hén hop xenlulaza néu trén ¢ thé duogc st dung lam cac xenlulaza khéc nay,
va t8t hon néu céc enzym nay la xenlulaza dn dinh nhiét, ¢ hoat tinh & nhiét do nim
trong khoang tir 20°C dén 60°C va & d6 pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,0. Ngoai ra,
hén hop xenlulaza theo khia canh thir sau c6 thé dugc sir dung trong phuwong phép san
xuét san phdm phén giai xenluloza thay cho B-glucosidaza theo khia canh thir nhét, thé
bién nap theo khia canh thir tu, hodc B-glucosidaza thu dugc bang phuong phép san xuét

enzym [-glucosidaza theo khia canh thir nam.
Vi du thwe hién sang ché
Séang ché s& dugc mo ta chi tiét hon thong qua cac vi du dudi ddy, tuy nhién pham
vi clia séngAché khong chi gidi han & céc vi du nay.
- Vidul
(1) Thiét ké vecto biéu hién Aspergillus BGL
Chiét xudt ADN b gen ctia Acremonium Cellulolyticus

Chung Acremonium cellulolyticus H1 (do International Patent Organism
Depository of the National Institute of Technology and Evaluation cung cip, s truy cap:
FERM BP-11508, dugc ky hi¢u 1a “ching H1”) dugc cdy vao méi trudong thach PDB
(mdi trudng dia thach dugc diéu ché bing cach bd sung 1,5% (kl/tt) agaroza vao moi

truong PDA (bang cach sir dung canh trudng Difco PDA)), sau d6 nudi cdy trong 1 tuin
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& nhiét d6 30°C. Cac té bao ndm thu dugc dugce céy vao mdi trudng PDA sau khi cét cac
dia thach chira cac té bao da c6 dudong kinh biang Smm, tiép theo nudi cdy lc & nhiét do
30°C va téc do lic bang 130 vong/phut. Thu liy cac té bao ndm bing cach ly tim moi
truong nudi cy trong 10 phut & tbe do bang 15000 vong/phit va rira hai 1an bing moi

truong PDA.

Céc hat tir dugc nap vao dng nhya c6 dung tich 2mL chira mAu té bao nim néu
trén, va mau t& bao nim nay duoc nghién ba 1dn, mbi 1an trong 90 gidy bang may nghién
bi (tén thiét bi: Shake Master, Bio-Medical Science Co., Ltd.), sau d6 chiét xudt ADN
bang kit Nucleon (Amersham Corp.).

Gidi trinh tw ADN b0 gen cua Acremonium cellulolyticus BGL

Trinh tw ma héa BGL (SEQ ID NO.3) dugc khuéch dai bang phan tmg PCR st
dung khudn 124 ADN b gen néu trén va doan mdi ¢6 trinh tr bazo nhu néu trong SEQ ID
NO.4, doan mdi ¢6 trinh tu 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 tmg PCR bao gdém
mot chu ky thuc hién trong 2 phut ¢ nhiét do 94°C, 30 chu ky trong 20 gidy & nhiét do
96°C, trong 30 gify ¢ nhiét do 60°C va trong 5 phut & nhiét dd 72°C. San phdm PCR
dugc tinh ché bang Kit QIAquick PXR (Qiagen Inc.).

Gidi trinh te ADNbs cua Acremonium Cellulolyticus BGL

Céc té bao ndm dugc didu ché bing phuong phép dugc mo ta trong phan Chiét
xudt ADN b gen ciia Acremonium Cellulolyticus. Tiép theo, c4c hat tir dugc nap vao dng
nhua c6 dung tich 2mL chrta mau té bao ndm néu trén, va miu té bao nidm nay dugc
nghién ba 1dn, mdi lan trong 90 gidy bing may nghién bi (tén thiét bi: Shake Master,
Bio-Medical Science Co., Ltd.), sau d6 chiét xuat ARN bing kit Isogen II (Nippon Gene
Co., Ltd.). ADNbs dugc téng hop tir ARN chiét xuat dugc bing kit tbng hgp ADNbs
(nhan hi€u: SMARTer™ RACE cDNA Amplification Kit, Clontech Laboratories, Inc.).
ADNDs thu dugc duge giai trinh tu va trinh ty thu dugce (SEQ ID NO.2) dugc so sanh véi
trinh ty ADN b0 gen ctia Acremonium Cellulolyticus (SEQ ID NO.3) dé xac dinh cac

doan intron.

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

-17-



23475

Phéan tmg PCR dugc thyc hién theo cung cach thic dé khuéch dai ADNbs ma hoa
BGL, khéc biét & chd st dung khudn 1a ADNbs bd gen cia ching Aspergillus oryzae
RIB40 (do National Institute of Technology and Evaluation cung cdp, md NBRC: 100959,
duoc ky hiéu 1 “ching RIB40”), doan mdi c6 trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.6
va doan mdi c6 trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.7 duoc thé hién trong Bang 1 dé
khuéch dai ADNbs chira gen niaD ma hoa nitrat reductaza thu duge tir Aspergillus

oryzae.

Sau khi phan cit san phim khuéch dai PCR thu dugc va plasmit pBR322 cia
E.coli (Takara Bio Inc.) bang c4c enzym giéi han Aval va Ndel & nhiét do 37°C, céc san
pham phan cit dugc phan tach bing cach dién di trén gel agaroza, va biang dich duoc cit,
sau d6 chiét xuét va tinh ché tir manh gel nay bang Kit chiét xuét gel QIAquick (Qiagen
Inc.) d& thu dugc cac doan ADNbs da duoc cét bing enzym gidi han cuia plasmit pBR322
va gen niaD. Sau d6, cac doan ADN nay duoc ndi v6i nhau bang Kit ndi ADN (Takara

Bio Inc.) va cic doan ADN nay dugc bién nap vao ching E.coli IM109 (dugc ky hiéu la
| “chting JM109”). Két qua, thu duogc thé bién nap chira plasmit pBR-niaD (plasmit chira
doan ADNbs ctia gen niaD dugc chén & giita cic doan duge cét bing cac enzym giéi han

Aval va Ndel cta plasmit pBR322).
Bién nap ving két thuc agdA vao pBR-niaD

Phéan tng PCR dugcc thyc hién theo cung cach thirc dé khuéch dai ADNbs ma héa
BGL, khéc biét & chd st dung khudn 1a ADN bd gen ciia chiing Aspergillus oryzae RIB40,
doan mdi c6 trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.8 va doan mdi c6 trinh tw bazo nhu
néu trong SEQ ID NO.9 dugc thé hién trong Bang 1 dé khuéch dai ADNbs chta ving két
thic ctia gen agdA thu dugc tir Aspergillus (cling dugce goi 1a “ving két thic agd4™).

Sau khi phan cit san phim 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 di duoc cét
bang enzym gii han ciia pBR-niaD va ving két thuc agdA tir san phdm phan cét nay
theo cach thirc gidng nhu quy trinh téng hop plasmit pBR-niaD néu trén, va céc doan
ADN nay dugc lién két véi nhau va bién nap vao ching IM109 dwge. Két qua, thu dugce
thé bién nap chira plasmit pBR-agdAT-niaD (plasmit chita doan ADNbs ctia ving két

thiic agd4 dugc chén & gitta cac doan duoc cit bang cac enzym gioi han Sall va Aval cua
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pBR322-niaD).
Bién nap ving khéi diu enoA vao pBR-agdAT-niaD

Phan tng PCR dugc thuc hién theo cling cach thirc dé khuéch dai ADNbs ma hoa
BGL, khéc biét & chd st dung khudén 13 ADN bd gen cla chung Aspergillus oryzae
RIB40, doan mdi ¢4 trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.10 va doan mdi ¢6 trinh tyu
bazo nhu néu trong SEQ ID NO.11 dugc thé hién trong Bang 1 dé khuéch dai ADNbs
chira viing khéi ddu cua gen enod thu duge tir Aspergillus (cling dugc goi 1a “vung khéi

dau enoA™).

Sau khi phén cit san pham khuéch dai PCR thu duoc va plasmit pBR-agdAT-niaD
béng cac enzym han ché Nhel va Sall & nhié¢t d6 37°C, thu dugc cidc doan ADNbs da
dugc cit bang enzym giéi han coa plasmit pBR-agdAT-niaD va ving khéi dau enoA tir
san phidm phan cit nay theo cach thic gidng nhu quy trinh tong hop plasmit plasmit
pBR-niaD néu trén, cac doan ADN nay dugc lién két v&i nhau va bién nap vao chung
JM109. Két qua, thu dugc thé bién nap chutra plasmit pBR-enoAP-agdAT-niaD (plasmit
chtra doan ADNbs ctia ving khoi ddu enod duge chén & gitta cac doan dugc cit béng cac

enzym gi6i han Nhel va Sall cia plasmit pPBR322-agdAT-niaD).

Bang 1

SEQ ID NO. Trinh tw bazo

4 TCCTCCAAGTTACCCATGCGTGCATTCTGG
CGCTTCGTCGACCCCTTAAGATAAATCAGG
ATGCTCGGGAGCTTTGGATTTCCTACGTCTTC
ATGCATATGTCGAGAGTGTTGTGTGGGTCAACG
ATGGTCGACGAAGCGTAACAGGATAGCCTAGAC
ATGCCCGAGAGTAACCCATTCCCGGTTCTCTAG
ATGGCTAGCAGATCTCGCGGCAGGGTTGAC
ATGGTCGACCCCGGGTAACTTGGAGGACGGAAGAAAAGAG

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

OR[N |

b | —
[l K=}

Truéc tién, sau khi phén cit plasmit pBR-enoAP-agdAT-niaD bing enzym gidi
han Sall ¢ nhiét d¢ 30°C, thu dugc doan pBR-enoAP-agdAT-niaD dwgc xtr ly b?mg Smal
tir san pham phan cét nay theo cach thirc gidng nhu quy trinh tdng hop plasmit pBR-niaD
néu trén.

Poan d3 xir Iy bang Smal nay va trinh tw AND bé gen mi héa BGL duogc tinh ché

theo céch thic néu trén dugc lién két v6i nhau bang cach st dung Kit tach dong
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In-Fusion™ HD (Clontech Laboratories, Inc.) dé thu duogc plasmit
pBR-enoAP-BGL-adgAT-niaD (vecto biéu hién Aspergillus oryzae BGL), va bién nap
plasmit ndy vao céc té bao c6 kha niang sao chép hoan toan (Clontech Laboratories, Inc.)
dé thu dugc thé bién nap E.coli BGL. Thé bién nap nay duoc nudi cdy lic qua dém &
nhiét d6 37°C va tdc d6 bing 180 vong/phut trén méi truong LB chtra 100pug/mL
ampicilin, va thu duge plasmit pBR-enoAP-BGL-agdAT-niaD véi s6 lugng 16n tir moi

trrong nudi cdy néu trén bang cach sir dung Kit QIAquick Miniprep (Qiagen Inc.).
(2) San xuét thé bién nap Aspergillus mang vecto biéu 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 cip)
bing phuong phép PEG-canxi (Mol. Gen. Genet., Vol. 218, pp. 99-104 (1989)). Thé bién
nap (chiing Aspergillus BGL d4 bién nap) dugc sang loc trén mdi 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% (kl/tt) st sulfat va 0,3% (kl/tt) natri nitrat).

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

Ching Aspergillus BGL d3 bién nap dugc nuéi cdy trén moi truong Czapek-Dox
dé tao bao tir, sau d6 thu ldy cac bao tr bang nude vo tring. Cac bao tir nay dugc cdy vao
binh nén ¢6 dung tich 500mL chira 100mL mdi truong 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) &én mat d6 cudi cing _béng 1 x 10*/mL.
Sau khi nuéi cdy trong 3 ngay & nhiét d6 30°C, san phim gen mong muén (BGL) duoc
bai tiét va xuat hién trong méi trudng nudi cdy. Dich léng thu dugc sau khi nuéi cdy dugc

st dung lam mau enzym.

BGL trong miu enzym dugc xac dinh béng phén tich SDS-PAGE. Qua trinh dién
di SDS clia miu enzym nay dugc thuc hién bang cach sir dung gel Mini-Gradient véi
;gradient ndng d6 nam trong khoang tir 10% dén 20% (Atto Corp.). Mau enzym va dung
dich xtr ly mau Tris-SDS B-ME (Atto Corp.) duge tron & ty 1¢ 1:1, sau d6 xi Iy trong 5
phut & nhiét d6 100°C va tién hanh dién di v6i 20pL hdn hop. Sau khi két thic qua trinh
dién di, gel c6 dinh dugc nhudém bing EzStain Aqua (Atto Corp.) @ hién thi cac biang
protein. Sau d6, hinh dnh gel dugc chup bang hé théng ChemiDoc XRS Plus (Bio-Rad
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Inc.). Hinh anh gel ndy duoc phan tich bang phin mém Image Lab 2.0, sau d6 dinh luong

protein.

Fig.1 thé hién két qua phan tich miu enzym (BGL) bing phuong phép dién di
SDS-PAGE. Béng bén tréi 1a gen chi thi trong lugng phén tir protein va bang bén phai 1a
mAau enzym. Két qua phan tich cho thdy miu enzym thu dugc chira BGL ¢6 trong luong
phén tir x4p xi bang 130 kDa.

(4) banh gié hoat tinh enzym

Hoat tinh enzym dugc tinh theo don vi (U). 1 U dugc x4c dinh theo phuong trinh
duéi day va duge dinh nghia 14 Iugng enzym cin thiét dé tao ra Iumol san phim tir co

chét trong thoi gian 1 phit.

1 U (umol/phut) = [lugng dudong tao thanh (umol/L)] x [thé tich dung dich phan
ung (L)]/[thoi gian phan Gng (phut)]

Ngoai ra, hoat tinh riéng tinh trén Img protein duge xac dinh bang phuong trinh

sau:

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

Dénh gia hoat tinh phan giai PNPG

PNPG (p-nitrophenyl B-D-glucopyranosit, do_Sigma-AIdrich Corp. cung cép)
duogc st dung 1am co chét chuén. Hoat tinh phén giai PNPG dugc st dung cha yéu dé
danh gia hoat tinh ciia p-glucosidaza. Ngoai ra, dudng chudn duoc xdy dung tir cic gia tri
thu duoc cia nim dung dich pha lodng lién tiép (OpM dén 200uM) dugc didu ché bing
cach pha loing thich hgp dung dich PNP (p-nitrophenol) 1000umol/L bang dung dich
dém axit axetic 200mM (pH = 5,5).

Cu thé, chuén bi cac dng nhua c6 thé tich bing 1,5mL véi sb luong bing voi sb
lugng miu can do, va diéu ché cic dung dich chuén bing cach bd sung 615 pL dung dich
dém axit axetic 200mM (pH = 5,5) va 50uL dung dich PNPG (3,4mM, dung mdi 1a nude
siéu tinh khiét) vao mbi dng, sau d6 trén k¥ & nhiét do 30°C. Tiép theo, 10uL miu enzym
dugc bd sung vao mdi éng dé kich hoat phan (mg enzym, va sau 15 phut ké tir lic bét dau

phan ting, 625uL dung dich nudc natri carbonat 0,2M dugc b sung vao va khudy tron dé
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dimg phéan ung. Sau d6, 200uL dung dich phan tng dugc 14y ra tir mdi dng, va do do hap
thu & budc séng 420nm (A420). Trong qué trinh do d6 hip thy, miu tring 12 mau dugc
chun bj theo cling cach thirc chi khac 12 bd sung dung dich dém axit axetic 20mM (pH =
5,5) thay cho miu enzym. Nong d6 PNP duoc xac dinh tir cac tri s6 do hép thu A420 do

dugc va dudng chudn, va hoat tinh riéng dugc x4c dinh theo phuong trinh duéi day:

Hoat tinh riéng (U/mg) = ([Néng d6 PNP (umol/L)]x 0,001 x 0,675/0,01)/(15 x
[luong protein (mg)])

Ngoai ra, hoat tinh phan giai PNPG ctia BGL dugc tinh ché tir hdn hop enzym
thuy phan c6 ngudn gbc tir ching Acremonium c¢6 ban trén thi truong (nhan hiéu:
Acremonium Cellulase, Meiji Seika Pharma Co., Ltd.) cling dugc x4c dinh theo cung

cach thirc va dung lam vi du so sénh (cling dugc goi 1a “BGL c¢6 ban trén thi truong™).

Két qua phan tich cho thdy trai ngugc vé6i hoat tinh phan giai PNPG (hoat tinh
riéng) ctia BGL ¢6 ban trén thi trudng bang 20,3U/mg, thi hoat tinh phén gidi PNPG cua
BGL duqcbtao ra & ching bién nap Aspergillus BGL néu trén bing 32,1U/mg. Theo @6,
hoat tinh phan gidi PNPG ciia BGL dugc tao ra & ching bién nap Aspergillus BGL néu
trén cao gap 1,5 1an so véi hoat tinh phén giazi PNPG cia BGL ¢6 bén trén thi truong, va

ching t6 ring enzym nay c6 hoat tinh p-glucosidaza rat manh.
(5) Danh gia hoat tinh thuy phan

Céc ché pham enzym dugc st dung dé danh gia chira miu enzym (BGL) dugc
didu ché theo phin (3) néu trén, xenlobiohydrolaza chtra trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.12, endoglucanaza chtra trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.13,
xylanaza (endo-1,4-beta-xylanaza A thu dugc tit Thermoascus aurantiacus, S6 truy cap
GenBank: AAF24127) va B-xylosidaza (B-xylosidaza thu dugc tir Thermotoga maritima,
do Thermostable Enzyme Laboratory Co., Ltd. cung cip).

Truéc tién, dung dich nuéc amonica 25% (kl/tt) dugc trdn véi sinh khdi chia
lignoxenluloza & dang than va 14 ciy ngd sau thu hoach da dugc nghién min dén ty 18
khéi luong bang 1:2,5 dé thu duge hdn hop co chét chira than va 14 cdy ngd sau thu hoach
va dung dich nuéc amoniac. Tiép theo, hdn hop co chét nay dugc dé thuy phéan so bd
trong 8 gid & nhiét do 80°C, sau d6 phan tach amoniac va diéu chinh do pH dén pH = 4.5.
Tiép theo, ham luong sinh khéi dugc didu chinh dén 20% khdi luong dé thu dugc san
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pham thity phan so bd st dung trong vi du nay. Ché phdm enzym chira BGL dugc bd
sung vao san phdm thily phan so bd nay dén ndng d6 enzym cubi cing tinh trén 1 g sinh
khdi bang 4,5mg/g (than va 14 ciy ngd sau thu hoach) va d& phan tng trong 3 ngay &
nhiét d6 50°C. Trong qua trinh phan tng, hdn hop dugc lic bang may lic & téc dd bang
160 vong/phit. Ngoai ra, hdn hop enzym thity phan c6 ngudn gbc tir loai Acremonium ¢
ban trén thi trudong (nhan hi¢u: Acremonium Xenlulaza, Meiji Seika Pharma Co., Ltd.)
dugce str dung 1am mAu dbi chimg va dé phan tng theo ciing cach thirec.

Sau khi két thiic phan tng, dich thity phan thu dugc dugc chuyén vao éng 14y mau
va ly tdm trong 10 phat & nhiét d6 4°C véi luc ly tm biang 15760 x g. Phan dich ndi thu
dugc duoc chuyén vao 6ng nhua sach c6 dung tich 1,5mL, va sau khi gia nhiét trong 5
phut & nhiét @6 95°C, dugc ly tdm trong 5 phut & nhiét 6 4°C véi luc ly tdm be"mg 15760
x g. Sau khi phé‘m dich ndi thu dugc duge chuyén mot 14n nita vao 6ng nhua sach c6 dung
tich béng 1,5mL, phén dich ndi dugce loc béng mang loc 0.2um (dudng kinh 13mm).
chuyén 0,2mL dich lgc vao binh phan tng, sau d6 dinh lugng néng do duong béng
phuong phép HPLC & céc diéu kién duge chi ra dudi ddy. Glucoza va xyloza (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.) 1an lugt duge sir dung [am chét chudn cho hé théng HPLC.

Thiét bj do ndng d dudng; Thiét bi phan tach: Waters 2695 (Waters Corp.)

B phéan phat hién RI: Waters 2414 (Waters Corp.)

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

Piéu kién do ndng d6 dudng:

Dung mdi rira giai: Nuéc siéu tinh khiét

Tbc d6 dong: 0,6 mL/phit

Nhiét do cot: 85°C

Nhi¢t 46 b phén phat hién: 40°C

Fig.2 thé hién sic ky d6 HPLC ciia dich thiy phéan thu dugc tir mdi phan tmg dugc
phat hién bang detecto hdng ngoai véi cac phan doan thu dugc & thoi gian Iyu nim trong

khoang tir 10 phut dén 16 phut, tai d6 cac disaccarit va monosaccarit duge rira giai. Trén

sdc ky dd nay, ky hiéu “enzym duoc bd sung” thé hién két qud phan tich cda dich thuy
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‘phéan thu dugc sau khi bd sung ché phdm enzym néu trén va ky hidu “enzym khong dugc
bb sung” thé hién két qua phan tich cta dich thity phin dugc xir Iy theo cung céch thic
nhung khéong b sung ché phim enzym néu trén.

Két qua dinh luong cho thiy trai nguoc voi ndng do dudng cua dich thily phéan
(téng ndng d6 clia glucoza va xyloza) khi sir dung hdn hop enzym thiy phan c6 ban trén
thi truong bang khoang 1,82% khdi lwong, thi tri sb nay khi sir dung ché phdm enzym
chira BGL theo sang ché bang khoang 2,51% khéi luong, tirc 14 lugng dudng dugc tao ra
16n hon gép 1,3 lan. Cac két qua nay chimng td rang viée sir dung két hop BGL véi céc
enzym thity phéan khéc s& thu dugc hdn hop enzym c6 hoat tinh thiy phan cao hon so vé6i
hdn hop enzym thuy phan c6 ngudn gbe tir Acremonium cb ban trén thi trudng.

(6) banh gié hoat tinh ctia enzym

Danh gié hoat tinh phéan gidi xenlobioza

Hoat tinh phan giai xenlobioza va hoat tinh phan gidi xylobioza dugc ddnh gia

bang cach sir dung mau enzym duge diéu ché theo phan (3) néu trén.

Cu thé, 200pL dung dich nuéc xenlobioza 0,03M va 190uL dung dich dém axit
axetic 200mM (pH = 5,5) dugc bd sung trong ting vao hai éng nhwa c6 dung tich bing
1,5mL va tron k¥, sau d6 0 so b trong 5 phut ¢ nhiét 49 30°C. Sau khi u so bd, 10uL
mau enzym dugc bd sung vao mdt trong s6 2 6ng nhya nay dé hoat hoa phéan Gng enzym.
Sau 90 phut tinh tir khi bit diu phan tng, dung dich trong éng nhua nay dugc gia nhiét
trong 5 phiit & nhiét 46 95°C dé dimg phan ung enzym (thoi gian phan tmg enzym: 90
phuat). 10uL mau enzym dugc bd sung vao dng nhya con lai, ngay sau d6 gia nhiét dung
dich trong dng nhwa nay trong 5 phut & nhiét d6 95°C dé ding phan ung enzym (thoi

gian phan Ung enzym: 0 phnt).

Ngoai ra, 200pL dung dich nuéc xylobioza 0,014M va 190uL dung dich dém axit
axetic 200mM (pH = 5,5) dugc bd sung trong tng vao hai éng nhwa c6 dung tich bang
1,5mL va tron k¥, sau do 0 so bd trong 5 phut & nhiét do 30°C, va tiép theo 100uL mau
enzym duoc bd sung vao dng nhya nay dé hoat hoa phan tmg enzym. Sau khi 0 so b,
~ 10pL mAu enzym dugc bd sung vao mét trong sb 2 dng nhwa nay dé hoat héa phan ung

enzym. Sau 90 pht tinh tir khi bt dau phan tng, dung dich trong 6ng nhua nay dugc
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gia nhiét trong 5 phut & nhiét d6 95°C dé dimg phan tmg enzym (thdi gian phan ung
enzym: 90 phit). 10 pL miu enzym duoc bd sung vao éng nhwa con lai, ngay sau dé gia
nhiét dung dich trong éng nhya nay trong 5 phut & nhiét d6 95°C dé ding phan ung
enzym (thoi gian phan ng enzym: 0 pht).

Sau khi két thiic cac phan img, bén éng nhya nay dugc ly tim trong 5 phut véi luc
ly tdm bing 15760 x g. Sau khi chuyén phan dich ndi thu duoc vao éng nhya co dung
tich bang 1,5mL, phan dich ndi nay dugc loc bang mang loc 0,2 um (dudng kinh bing
13mm). 0,2 mL dich loc duge chuyén vao binh phan tng, ndng d6 dudng duge dinh
lwgng bang phwong phép HPLC & cing diéu kién nhu phdn (5) néu trén, va hoat tinh
riéng tinh trén don vi khéi lrong (U/mg) dugc xéc dinh theo phuong trinh dudi day.
Glucoza va xyloza (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) 14n luot duoc st dung Iam chét

chuén cho hé théng HPLC.

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

Fig.3 va Fig.4 thé hién cac sic ky d6 HPLC cua cac dich thiiy phan thu dwoc tir

mdi phan tmg duge phét hién bang detecto hdng ngoai véi cac phan doan thu dugce & thoi

gian luu ndm trong khoang tir 9 phtt dén 15 phit, tai d6 cac disaccarit va monosaccarit

dugc rira giai. Fig.3 1a sic ky dd cua cic dung dich phan tmg enzym véi co chét 1a

xenlobiozae, trong khi d6 Fig.4 1a sic ky dd cta cac dung dich phan Gng enzym véi co

chat 1a xylobioza.

Nhu dugc thé hién trén Fig.3, khi st dung co chét 1a xenlobioza, néu thuc hién
phép so sanh giita dich thity phan khi thoi gian phan tng bang 0 phut (ky hiéu “trudc
phan tmg” trén sic ky dd) va dich thiy phén khi thoi gian phan ting bang 90 phut (ky
higu “sau phan tng” trén sac ky dd), thi pic séc ky quan sat dugc di v6i xenlobioza c6
thdi gian Iwu x4p xi bang 11 phut dbi véi dich thity phan sau phan tng 1a nhé hon so v6i
dich thily phan truéc phan Gng, trong khi d6 pic sic ky quan sat dwoc dbi véi glucoza co
thoi gian lwu xp xi bang 13,3 phit 13 16n hon, diéu nay ching to rang xenlobioza da
dugc phan giai thanh glucoza bdi BGL theo sang ché. Hoat tinh riéng phan giai
xenlobioza ctia BGL theo sang ché bang 39,86 U/mg.

Mit khac, nhu dugc thé hién trén Fig.4, khi sir dung co chit 1a xylobioza, do pic
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sdc ky chi quan sat dugc dbi véi xylobioza c6 thoi gian lwu x4p xi bang 12,3 phut ngay ca
d6i véi dich thiy phan véi thoi phan ing enzym bang 90 phut (ky hiéu “sau phan tmng”
trén sic ky dd) 1a gidng nhu dich thiy phan vé6i thoi gian phan tng enzym bang 0 phut
(ky hiéu “truée phan ung” trén sic ky dd), didu nay chimg té ring xylobioza khong bi

phan giai bdi BGL theo sang ché.
(7) Mitc d6 phu thudc vao nhi€t do cua hoat tinh phéan giai PNPG

Mirc @6 phu thudc vao nhiét d cta hoat tinh phén giai PNPG cia BGL dugc

danh gia bang cach sir dung miu enzym dugc diéu ché theo phan (3) néu trén.

Cu thé, sau khi thuc hién cac phan tmg enzym theo cing cach thtrc nhu duge mod
ta trong phan Pdnh gid hoat tinh phdn gidi PNPG trong muc (4) néu trén chi khac 1a thuc
hién cac phan tng nay & nhiét 4o 30°C, 45°C hodc 60°C, 200uL dung dich phan ung
dugce 14y ra tir mbi dng, va do do hap thu & budc séng 420nm (A420) va dinh luong ndng
~ 6 PNP trong dung dich phan tng sau khi két thic phan tng enzym tir dudng chuin duoc

dung trudec.

Cac két qué dinh lugng néng d6 PNP ctia mdi dung dich phan tng va cic tri sd
hoat tinh tuong d6i (%) tinh theo tri sé 100% 1a hoat tinh phan giai PNPG ctia dung dich
phan mg c6 néng dd PNP cao nhit dugc thé hién trén Bang 2. Néng do PNP trong dung
dich phan tmg sau khi két thic phan tmg phu thudc vio hoat tinh phan giai PNPG cua
BGL. Nhu dugc thé hién trén Béang 2, mac du BGL theo sang ché da duoc kiém chung 1a
c6 hoat tinh phén giai PNPG & nhiét d6 nim trong khoang tir 30°C dén 45°C, ¢6 hoat tinh
phan giai PNPG manh nhét & nhiét d6 45°C, nhung enzym nay hdu nhu khéng c6 hoat
tinh phéan gidi PNPG & nhiét do 60°C.

Béang 2
Nhiét d6 phan tmg (°C) 30 45 60
Ndng d6 PNP (uM) 42,29 58,29 1,14
Hoat tinh phan tmg (%) 72,5 100,0 2,0

(8) Murc do phu thude vao do pH cda hoat tinh phan gidi PNPG

Mic d6 phu thudc vao do pH ctia hoat tinh phan gidi PNPG cta BGL dugc danh

gia bang cach sir dung mau enzym duoc didu ché theo phan (3) néu trén.

Cu thé, sau khi thyuc hién céc phéan mg enzym theo cung cach thirc nhu dugc mod
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ta trong phan Pdnh gid hoat tinh phdn gidi PNPG trong muc (4) néu trén chi khac 1a st
dung dung dich dém xitrat-phosphat (pH = 3,0), dung dich dém axit axetic 200mM (pH =
5,5) hodc dung dich dém phosphat 200mM (pH = 8,0) dé tron véi dung dich PNPG,
200uL dung dich phan ting dugc 14y ra tir mdi 6ng, va do do hip thu & bude song 420nm
(A420) va dinh lugng ndng d6 PNP trong dung dich phan g sau khi két thiic phan tmg

enzym tir duong chuén duge dyng trude.

Céc két qua dinh luong ndng do PNP cia mdi dung dich phan Umg va cac tri sb
hoat tinh twong ddi (%) tinh theo tri s6 100% 1a hoat tinh phén giai PNPG cuia dung dich
phén mg c6 ndng d6 PNP cao nhit dugc thé hién trén Bang 3. Nhu dugc thé hién trén
Bang 3, mic di BGL theo sang ché da duoc kiém chimg 1a ¢6 hoat tinh phén gidi PNPG
o do pH nam tron g khoang tir 3,0 dén 5,5 va c6 hoat tinh phan giai PNPG manh nhét & do
pH = 5,5, nhung enzym nay hdu nhu khéng c6 hoat tinh phén gidi PNPG ¢ d6 pH = 8,0.

- Béang 3
D6 pH cua dung dich phan tmg 3,0 5,5 8,0
Nong d6 PNP (uM) 18,29 4229 1,71
Hoat tinh phan g (%) 432 100,0 4,1

Kha néng tmg dung trong cong nghiép

Enzym B-glucosidaza theo sang ché, polynucleotit ma héa enzym nay, vecto biéu
hién chtra polynucleotit ndy, va thé bién nap chua vecto biéu hién nay c6 thé dugc ap

dung trong linh vuc san xuat nang lugng tir nguyén liéu chira 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> H113210201
<160> 13
<170> PatentIn version 3.1
<210> 1
<211> 865
<212> PRT
<213> Acremonium cellulolyticus
<400> 1
Met Arg Ara Phe Trp Trp Thr Thr Leu Leu Ser Ser Ser Val Leu Val
1 5 10 15
Ara Gly Leu Asp Asn Glu Ara Tyr Ser Pro Pro Tyr Tyr Pro Ser Pro
20 25 30
Trp Gly Asp Gly Lys Gly Glu Trp Ara Glu Ara Tyr Glu Lys Ara Arg
35 40 45
Glu Phe Val Ser Gln Leu Thr Leu Ara Glu Lys Val Asn Leu Thr Thr
50 55 60
Gly Thr Gly Trp Met Gln Gly Ser Cys Val Gly Glu Thr Gly Ser Val
65 70 75 80
Pro Arg Leu Gly Phe Arg Gly Leu Cys Leu Gln Asp Gly Pro Met Gly
85 90 95 .
Ile Arg Phe Ser Asp Tyr Asn Ser Ara Phe Pro Ara Gly Val Asn Ile
100 105 110
Ara Ara Thr Phe Asp Arg Ser Leu Ara Tyr Leu Arg Gly Leu Ara Met
115 120 125
Gly Lys Glu Phe Asn Ser Lys Gly Val Asp Ile Gln Leu Gly Pro Val
130 135 140
Ser Gly Pro Leu Gly Arg Thr Pro Glu Gly Gly Arg Asn Trp Glu Gly
145 150 155 160
Phe Ser Pro Asp Pro Met Asn Thr Gly Val Met Met Ara Glu Thr Ile
165 170 175
Lys Gly Ile Gln Asp Ara Gly Val Ile Ara Cys Ara Lys His Tyr Ile
180 185 190
Leu Asn Glu Gln Glu His Phe Arg Leu Val Gly Glu Ara Lys Gly Tyr
195 : 200 205
Gly Tyr Asn Ile Thr Ara Ser Ara Ser Ser Asn Val Asp Asp Arg Thr
210 215 220
Met His Glu Leu Tyr Leu Trp Pro Phe Ara Asp Ara Val Arg Ara Gly
225 230 235 240
Val Gly Ser Ile Met Cys Ser Tyr Asn Gln Val Asn Asn Ser Tyr Ara
o 245 250 255
Cys Ara Asn Ser Tyr Thr Leu Asn Asn Leu Leu Lys Arg Glu Leu Asp
260 265 270
Phe Gln Gly Phe Val Met Ser Asp Trp Gly Ara His Thr Ser Gly Val
275 280 285
Ser Ser Thr Leu Ara Gly Leu Asp Met Ser Met Pro Gly Asp Thr Leu
290 295 300
Phe Asp Ser Gly Glu Ser Tyr Trp Gly Thr Asn Leu Thr Ile Ser Val
305 310 315 320
Val Asn Gly Thr Val Pro Thr Tyr Arg Ile Asp Asp Met Ara Val Arg
325 330 335
Ile Met Ara Ara Tyr Tyr Lys Val Gly Arg Asp Thr Phe Gln Val Pro
340 345 350
Ile Asn Phe Asn Ser Trp Thr Arg Asp Glu Tyr Gly Pro Ile Tyr Ara
355 360 365
Ara Ara Gly Pro Glu Tyr Gly Ile Gly Lys Val Asn Glu Arg Val Asp
370 375 380
Val Arg Gly Asn His Thr Ser Leu Ile Arg Lys Ile Gly Ara Ara Ser
385 390 395 400
Thr Val Leu Leu Lys Asn Thr Asn Gly Ara Leu Pro Leu Ser Gly Lys
405 410 415
Glu Arg Phe Thr Ara Ile Phe Gly Ser Asp Ara Arg Ara Asp Pro Ara
420 425 430
Gly Ile Asn Gly Cys Ara Asp His Gly Cys Asp Asn Gly Thr Leu Ara
435 440 445
Thr Gly Trp Gly Ser Gly Thr Ser Asn Phe Pro Tyr Ile Val Thr Pro
450 455 460
Ara Asp Ara Ile Lys Gln Glu Ile Met Ser Lys Gly Ser Gly Ile Val
465 470 475 480
Asp Ser Met Thr Asp Asp Trp Ara Tyr Asn Lys Ile Gln Ara Leu Ara
485 490 495
Ser Gln Ara Asp Val Ser Leu Val Phe Val Asn Ser Asp 3er Gly Glu
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5
Asn Phe Ile
515
Leu Trp Arg
530
Asn Asn Thr
545
Asp Trp Tyr
Pro Gly Gln
5
Asn Pro
595
Tyr Ser
610
Pro Gln Ile
625

Asp

val

Asp

Arg Ara

Thr Thr
6
Ara Pro
675
Gly Asn
690

Tyr
Ara

Ara

00

Val Val Asp Gly
520
Ara

505

Asn

Asp Gly Asp Leu

535

Ile Val val

550
Asp Asn Pro
565

Glu Ser Gly
80

Gly Gly Lys

Ile His

Asn Val

Asn Ser

585

Ser Pro
600

Ara Asp Val Leu

615

Asp Phe Thr
630

Asn Val Thr

645
Phe Ara Tyr
60
Tyr Thr Pro

Tyr

Glu Gly

Pro Ile
Asn
665
Thr Thr
680
Asp

Ser

Phe Ser Arg
695

Trp

570

650

23475

510
Glu Gly Asp Arg
525
Glu Thr Vval
540
Ser Gly Gly Pro
555
Thr Gly Ile

Ile

Leu

Ile Val
590

Gly Lys

Thr Asp
Phe Thr Trp
605
Pro Asn Asn
620
Leu Phe Val Asp
635
Tyr Glu Phe Gly

Thr

Phe
655
Ile Arg Val Arg Pro

670
Gly Leu Thr Asp

685
Ser Asp Tyr Leu
700

Pro

Phe

Asn
Ser
Leu
560
Ara
Tyr
Ara
Val
Arg
640
Gly
Leu

Ara

Pro

Leu
Thr
Val
Gly
Gly
Arg
Glu
Gly
Leu
Arg
Pro

Glu

Thr
Asn
Gly
Met
Tyx
Glu
Ara
Phe
Ser
Asn
Ara

Ser

Ile
705
Pro
Tyr
Ara
Leu
val
785
val
Glu
val

Gly

770

Ile Pro Leu
710
Ser Ser Gly
725
Leu Pro Glu Asn Ara
740
Gly Gly Ara Pro Gly
755
Val Thr Ara Asp Ile
775
Gln Leu Tyr Ile
790
Arg Gly Phe Asp
805
Ser Val Val Leu
820
Lys Gln Asp Trp Val
835
Ser Ser Ser Arg Glu

Arg Arg

Ara Glu

Pro
Leu

Phe

Leu Leu Tyr Pro
715
Pro Asp Tyr

730
Ser Ara
745

Asn Pro

Asp

Thr Ser
Gly
760
Thr

Gly

Asn Thr Gly

Thr
720
Ile

Trp Leu Asn

Glu
735
Ser

Gly Leu

Pro Gln
750
Leu Tyr
765
Ser val

Leu
Glu Glu

val Gly

780

Ser His Gly Ser
795
Ile Ser Leu
810

Arg Arg Asp
825

Val Thr Glu Phe
840

Leu Arg Leu Glu

Arg

Thr

Pro
800
Glu

Pro Asp Asp

Arg Pro Lys

815

Ile Ser Asn

830

Pro Lys
845

Ara Arg Leu

Trp
Thr val

Pro

850
Ser
865

<210> 2
<211>
<212>
<213>
<400> 2

atgcgtgcat
aatgaagcat
gcagaagctt
aatttgacga
ccaagacttg
gactacaact
gcgtacctce
ctcggececccg
ttcagtcccg
gatgcgggtg
ttggtggggg
gatgatagga
gttggatcaa
tacacgctaa
tggggcgeac
ggcgacactc
gtcaacggca
tattacaaag
gatgagtatg
gagcgtgtcg
acggtcctcc
gccatatttg
ggctgcgaca
atcgtgactc

ADN

855

2598

tctggtggac
attcaccacc
atgagaaggc
cgggtactgg
gattccgagg
ccgectteece
gtggcctcge
tctecggecce
acccgatgaa
tgattgcgtg
aggcgaaggg
cgatgcatga
tcatgtgctc
acaacctcct
acacatccgg
tcttcgactc
ctgtcccgac
tcggecggga
gtccgattta
atgtacgcgg
tgaagaacac
gctcggatgce
acggcacact
cagcagacgc

Acremonium cellulolyticus

gacgttattg
atattatccc
gagagaattc
gtggatgcaa
tctctgectt
cgccggtgte
aatgggcaaa
tttgggcaga
tacgggtgtg
cgcgaaacat
gtatgggtat
gttgtattta
ctacaaccaa
caaacgcgaa
cgtaagcagt
tggcgaatcg
gtataggatt
cacattccag
tgcagcggca
taatcatacc
aaacggcgcc
tcgtgccgat
cgccacaggt
catcaagcaa

860

agttcctcgg
tcgeecttggg
gtgagccaac
ggctcctgeg
caagatgggc
aacatagccg
gaattcaact
acacccgaag
atgatggctg
tatattctga
aatattactg
tggccatttg
gtcaacaaca
ctcgacttte
acgcttgceg
tactggggta
gatgatatgg
gttcctatca
ggaccggagt
tcgttgattce
cttccgetca
ccagcaggta
tgggggagcyg
gaaatcatga

tactggttgce
gcgacggcaa
ttactcttgce
tcggcgaaac
ctatgggcat
caacctttga
ccaagggcgt
gaggccgaaa
agacaataaa
atgagcagga
cgagcgcgag
cagacgcagt
gctacgcatg
agggcttcgt
gactcgacat
ctaatttgac
cggttcgtat
acttcaattc
atgggattgg
gcaagattgg
gcggcaaaga
tcaatggctg
gtacatctaa
gcaaaggctc

-29-

Thr Asp

Asp Glu

Leu Ara

Val Ara

Asp Glu

Pro Val

Thr Lys

Asp Val

Tyr Val

Asp Leu

aggactggat
aggcgagtgg
tgagaaggtg
aggctcagtc
ccgcttcage
ccgctcecte
cgacatccaa
ctgggaaggg
agggatacaa
acattttagg
tagtaacgtt
acgcgcaggt
cgcaaacagc
catgagtgac
gtccatgcec
catttcagtc
catggctgca
gtggactcgt
taaagtcaat
tgccgegagt
gagattcaca
cgctgatcat
ttttccctac
cggcatcgtc

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



gattccatga
gtatcacttg
gaaggagatc
gcttccacaa
gattggtacg
agcggaaact
tttacatggg
ggggttgaag
gatagagcaa
gcatactcca
gggctcacgg
ttccccgaat
ccagccgaat
aacgcgacct
ccaggcttgt
gtgggggatg
gtccttcgag
gtcctgacge
gagtttccca
ttgcctgatt
<210> 3

<211> 2885
<212> ADN

ccgatgactg
tgtttgtgaa
gcaacaatct
ataacaacac
acaatccaaa
ccatcacaga
gaaaagcgcg
caccacaaat
atgtcacgcc
atatcagggt
atcctgcacc
ccattcgcag
cgtctggcga
ccgectctece
acgaggaagt
aggttcctca
gtttcgatcg
gccgcgacat
agacggttta
tatcttaa

23475

ggcatacaac aaaatccaag
ctctgactca ggcgaaaact
caccctctgg cgagacgggg
catcgtcgta atccacagcg
tgtaaccgga atcctctggg
cgttttgtac ggttatgtca
tgaggattac tccgcagatg
tgatttcacg gagggtctgt
aatttatgaa tttgggtttg
tcgaccactt cgaaacgcag
ggcagctggc aatttcagca
aatccctttg cttctgtatc
ccctgactac ggcctcgaga
ccaatcctta ctcgcagctg
cgctcttgtg actgctgata
actttatata tcccacggct
catcagtcta cgacccaagg
ctcgaactgg gatgttgtta
tgtgggcagt tcgtcgcgcg

<213> Acremonium cellulolyticus

<220>
<221> CDS

<222> doan gen nbi (1..56,115..259,321..418,467..859,911..2582,2651..

<223> /gen = “BGL”, /san phdm gen = “BGL”

<220>

<221> exon

<222> <1..56

<223> /sb luong =1,
<220>

<221> intron

<222> 57..114

<223> /sb luong = 1,
<220>

<221> exon

<222> 115..259

<223> /sb luong = 2,
<220>

<221> intron

<222> 260..320

<223> /sb luong = 2,
<220>

<221> exon

<222> 321..418

<223> /sb6 luong = 3,
<220>

<221> intron

<222> 419..466

<223> /sbé luong = 3,
<220>

<221> exon

<222> 467..859

<223> /sb luong = 4,
<220>

<221> intron

<222> 860..910

<223> /sb luong = 4,
<220>

<221> exon

<222> 911..2582
<223> /sb lugng = 5,
<220>

<221> intron

<222> 2583..2650
<223> /sb luong = 5,
<220>

<221> exon

<222> 2651..2885
<223> /sb6 lugng = 6,
<400> 3

atgcgtgcat tctggtggac
agctctacaa tcacccatac
tgaagcatat tcaccaccat
agaagcttat gagaaggcga
tttgacgacg ggtactgggt

/gen = “BGL”

/gen = “BGL”

/gen = “BGL”

/gen = “BGL”

/gen = “BGL”

/gen = “BGL”

/gen = “BGL”

/gen = “BGL”

/gen = “BGL”

/gen = “BGL”

/gen = “BGL”

gacgttattg agttcctcgg
tttgttagac cgtacctgtc
attatccctc gecttgggge
gagaattcgt gagccaactt
gagtctatct ttgaactgag

ccctegcette
tcatcgtegt
atgcactcat
gcggtccegt
caggtatgcc
accccggtgg
tcctgtatac
tcgttgatta
gtttgagtta
ctccctacac
gagattggtc
catggctaaa
tagacgaata
gaggcgcacc
ttaccaacac
cccccgacga
agacgaaaga
agcaggactg
aattacggtt

tactggttgc
taaccgcagg
gacggcaaag
actcttgctg
gtgcaattgt
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ccaagcagac
tgacggcaac
cgaaaccgtc
tcttgtgggt
aggccaagag
caagagtccc
acctaacaac
tcgtggettt
tacgacattc
acccacgacc
ggattatctc
cacgacagat
tctacccgag
aggcggaaat
cggcagtgtc
tccceeegtt
gttcagcgtc
ggttgtgacg
ggaggcgagg
2598

aggactggtg
aataggataa
gcgagtgggce
agaaggtgaa
ggtaaattaa

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2885)

60
120
180
240
300



attgacccgg
caagacttgg
cgtatctcat
gccttcceceg
ggcctcgcaa
tcecggeectt
ccgatgaata
attgcgtgeg
gcgaaggggt
atgcatgagt
aatgttcaaa
tacaaccaag
aaacgcgaac
gtaagcagta
ggcgaatcgt
tataggattg
acattccagg
gcagcggcag
aatcatacct
aacggcgccc
cgtgccgatce
gccacaggtt
atcaagcaag
gcatacaaca
tctgactcag
accctctgge
atcgtcgtaa
gtaaccggaa
gttttgtacg
gaggattact
gatttcacgg
atttatgaat
cgaccacttc
gcagctggca
atccctttge
cctgactacg
caatccttac
gctcttgtga
cttgtacctt
tatgatggta
tcgatcgcat
gcgacatctc
cggtttatgt
cttaa
<210> 4
<211> 30
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 4

atgaaaaagg
attccgaggt
cgcaacaaac
ccggtgtcaa
tgggcaaaga
tgggcagaac
cgggtgtgat
cgaaacatta
atgggtataa
tgtatttatg
ggccatttgce
tcaacaacag
tcgactttca
cgcttgecegg
actggggtac
atgatatggc
ttcctatcaa
gaccggagta
cgttgattcg
ttcecgctcag
cagcaggtat
gggg9gagcgg
aaatcatgag
aaatccaagc
gcgaaaactt
gagacgggga
tccacagcgg
tcctectggge
gttatgtcaa
ccgcagatgt
agggtctgtt
ttgggtttgg
gaaacgcagc
atttcagcag
ttctgtatcc
gcctcgagat
tcgcagctgg
ctgctgatat
tccececattt
gtatatatcc
cagtctacga
gaactgggat
gggcagttcg

tggatgcaag
ctctgecttce
aaaacacaca
catagccgca
attcaactcc
acccgaagga
gatggctgag
tattctgaat
tattactgcg
gtttgttcat
agacgcagta
ctacgcatgc
gggcttcgtce
actcgacatg
taatttgacc
ggttcgtatc
cttcaattcg
tgggattggt
caagattggt
cggcaaagag
caatggctgc
tacatctaat
caaaggctcc
cctecgettece
catcgtcgtt
tgcactcatc
cggtccegtt
aggtatgcca
cceceggtgge
cctgtataca
cgttgattat
tttgagttat
tccctacaca
agattggtcg
atggctaaac
agacgaatat
aggcgcacca
taccaacacc
accaccccca
cacggctccc
cccaaggaga
gttgttaagc
tcgcgegaat

Trinh ty nhan tao

M& ta trinh ty nhén tao: Poan

tcctccaagt tacccatgceg tgcattctgg

<210> 5

<211> 30

<212> BADN
<213>
<220>
<223>
<400> 5

Trinh ty nhén tao

M6 td trinh tyu nhén tao: Doan

cgcttcgtcg accccttaag ataaatcagg

<210> 6

<211> 32

<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 6

Trinh ty nhédn tao

M& td& trinh ty nhdn tao: DPoan

23475

gctcctgegt
aagatgggcc
actaaacaat
acctttgacc
aagggcgtcg
ggccgaaact
acaataaaag
gagcaggaac
agcgcgagta
tccctatteg
cgcgcaggtg
gcaaacagct
atgagtgact
tccatgecceg
atttcagtcg
atggctgcat
tggactcgtg
aaagtcaatg
gccgcgagta
agattcacag
gctgatcatg
tttccctaca
ggcatcgtcg
caagcagacg
gacggcaacg
gaaaccgtcg
cttgtgggtg
ggccaagaga
aagagtccct
cctaacaacg
cgtggctttg
acgacattcg
cccacgaccg
gattatctct
acgacagatc
ctacccgaga
ggcggaaatc
ggcagtgtcg
ctttctcttc
ccgacgatcc
cgaaagagtt
aggactgggt
tacggttgga

mdi.

mdi.

mdi.

atgctcggga getttggatt tcctacgtet tec

<210> 7

<211> 33

<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 7

Trinh ty nhédn tao

M& ta trinh ty nhadn tao: Doan

P
mol.

atgcatatgt cgagagtgtt gtgtgggtca acg

<210> 8
<211> 33

cggcgaaaca
tatgggcatc
gacaaggcga
gctccctege
acatccaact
gggaagggtt
ggatacaaga
attttaggtt
gtaacgttga
tctggtgatt
ttggatcaat
acacgctaaa
ggggcgcaca
gcgacactct
tcaacggcac
attacaaagt
atgagtatgg
agcgtgtcga
cggtcctect
ccatatttgg
gctgcgacaa
tcgtgactcc
attccatgac
tatcacttgt
aaggagatcg
cttccacaaa
attggtacga
gcggaaactc
ttacatgggg
gggttgaagce
atagagcaaa
catactccaa
ggctcacgga
tcceccgaatc
cagccgaatc
acgcgacctc
caggcttgta
tgggggatga
gatgttctat
cccegttgte
cagcgtcgtce
tgtgacggag
ggcgaggttg
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ggctcagtcc
cgcttcagta
ctacaactcc
gtacctccgt
cggcccegte
cagtcccgac
tgcgggtgtg
ggtgggggag
tgataggacg
tcaatctgct
catgtgctcc
caacctcctc
cacatccggc
cttcgactct
tgtcccgacg
cggccgggac
tccgatttat
tgtacgcggt
gaagaacaca
ctcggatgct
cggcacactc
agcagacgcc
cgatgactgg
gtttgtgaac
caacaatctc
taacaacacc
caatccaaat
catcacagac
aaaagcgcgt
accacaaatt
tgtcacgcca
tatcagggtt
tcctgcaccg
cattcgcaga
gtctggcgac
cgcctctece
cgaggaagtc
ggttcctcaa
gctgacccgg
cttcgaggtt
ctgacgcgcec
tttcccaaga
cctgatttat
2885

30

30

32

33

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
2580
2640
2700
2760
2820
2880
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<223> M6 ta& trinh ty nhan tao: Poan mdi.

<400> 38

atggtcgacg aagcgtaaca ggatagccta gac
<210> 9

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

<223> M6 tad trinh ty nhan tao: Poan mdi.

<400> 9

atgcccgaga gtaacccatt cccggttctc tag
<210> 10

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> M6 ta trinh ty nhan tao: Poan mdi.

<400> 10

atggctagca gatctcgcgg cagggttgac
<210> 11

<211> 40

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Poan mdi.

<400> 11

atggtcgacc ccgggtaact tggaggacgg aagaaaagag

<210> 12

<211> 529

<212> PRT

<213> Acremonium cellulolyticus

<220>

<223> Xenlobiohydrolazal

<400> 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
Arg Thr Tyr Leu Met Ala Asp Asn Thr His

Lys Ser Ala Leu
15
Gln Ile Gly Thr
30
Thr Cys Lys Ser
45
Leu Asp Ala Asn

Cys Tyr Thr Gly
80
Ser Cys Ala Gln
95
Tyr Gly Ile Thr
110
Gly Ser Asn Val
125
Tyr Gln Ile Phe

130 135 140

Leu Asn Gln Glu Phe Thr Phe Thr Vval Asp
145 150 155
Gly Leu Asn Gly Ala Leu Tyr Phe Val Thr
165 170
Val Ser Lys Tyr Pro Asn Asn Lys Ala Gly
180 185
Tyr Cys Asp Ser Gln Cys Pro Arg Asp Leu
195 200
Ala Asn Val Glu Gly Trp Thr Pro Ser Ser

Val Ser His Leu

160
Met Asp Ala Asp

175
Ala Gln Tyr Gly
190
Lys Phe Ile Ala
205

Asn Asn Ala Asn

210 215 220

Ile Gly Asn His Gly Ala Cys Cys Ala Glu
225 230 235
Asn Ser Ile Ser Glu Ala Leu Thr Pro His
245 250
Leu Ser Val Cys Thr Thr Asp Ala Cys Gly
260 265
Arg Tyr Ala Gly Thr Cys Asp Pro Asp Gly
275 280
Arg Leu Gly Val Thr Asp Phe Tyr Gly Ser

Leu Asp Ile Trp
240

Pro Cys Asp Thr

255
Gly Thr Tyr Ser
270

Cys Asp Phe Asn

285

Gly Lys Thr val

290 295 300

Thr Lys Pro Phe Thr Val Val Thr Gln Phe
305 310 315
Ser Thr Gly Ser Leu Ser Glu Ile Arg Arg

Val Thr Asn Asp
B 320
Tyr Tyr Val Gln
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Ile
Tyr
Gly
Trp
Asn
Asp
Thr
Gly
Asp
Pro
Gly
Val
Gly
Thr
Glu
Pro
Ser
Pro
Asp
Gly

Asn

Leu
Thr
Gly
Arg

Thr

Ser
Ser

Leu

Gly

Gly

Gly
Ala
Gly
Asp
Tyr
Thr
Thr

Gly

33

33

30

40



Val val Ile
34

Val Ile Asn

355
Thr Ala Ser
370

Met Glu Ala

385

Val Asn Met

Thr Pro Gly

42

Lys Thr Val

435

Ile Arg Val

450

Gly Gly
465

Ser Ser

Ser
Thr
His Trp Gly
50
Val Ser
5i5
Leu
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 13
Met Lys Leu
1

13
226
PRT

325
Pro Gln
0
Ser Asp Tyr Cys

360
Lys His

375

Gly Met Val Leu
390
Leu Trp Leu Asp

405
Ala Ala Arg Gly
0
Glu Ala Gln Ser

440
Gly Pro Phe Asn
455
Thr Thr Thr Thr
470
Ser Thr Ser Ser

485
Gln Cys Gly Gly
0

Phe Ser

520

Endoglucanaza

Thr Phe Leu
5

Leu

2

330

Pro Ser Ser Lys Ile Ser Gly

345
Ala Ala Glu Ile
365
Gly Gly Leu Thr
380
Val Met Ser Leu
395
Ser Thr Tyr Pro
410
Thr Cys Ala Thr
425
Gly Ser Ser Tyr
445
Thr Phe Ser
460
Ser Arg Thr
475
Thr Ser Thr Gly
490
Gln Gly Trp Thr
505

Ser

Ala

Gly Thr Thr Cys Thr Val Val Asn Pro

525

Acremcnium cellulolyticus

Asn Leu Ala
10

val

3475

335
Ile Ser
350
Ser

Thr Phe

Asn Met Ala

Trp Asp Asp

400

Thr Asn Ala
415

Thr Ser

430

Val

Gly

Thr Phe

Gly Gly Ser

Thr Thr Thr

480

Thr Gly Val
495

Gly Pro Thr

510

Tyr

Tyr Ser

Ala Ala
15

Ser

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
Trp Gln Leu Trp
val
180
Phe
195
Leu
210
Thr Leu
225

Ser
Leu
Ser
Gly

70
Leu
Gln

Leu

Glu

Gln
Trp
Ile
55

Gly
Thr
Trp

Phe

Leu

135
Ser Gln.Ile Gly Thr

150
Tyr Gly Val Asn Gly Ser
165

Tyr Ser Ser Tyr
25
Gly Glu Ser Ser
40
Ser Ser Ser Gly
60
Ser Thr Ser Val
75
Lys Lys Leu Val
90
Ser Tyr Ser
165
Thr Ala Ala
120
Met Ile Trp

Asn
Asp

Leu

Thr Ser Gln
30

Ser

Gly

Gly
45
val

Gly Ser

Ser Trp Ser

Lys Ser Tyr Ala
80
Asn Leu Gln

95

Ile VvVal

Ser
Thr Asn
110
Ile Asn
125
Gly Lys

His Val

Tyr Gly

140

Ala
155

170

Ala Ser Ser Gln Thr Thr Ser Trp Asn

185

Lys Tyr Leu Gln Ser Asn Gln Gly Phe

200

Ile Asp Leu Gln Phe Gly Thr Glu Pro
215

Asn Val Gly Gly

160
Thr Tyr
175

Ile Leu

Gln Lys

Gly Asp
190
Pro Ala
205
Phe Thr

Ser Ser

Gly Ser

220
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Gly
Gly
Ala
Tyr
Thr
Asp
Ser
Ser
Ser
Ala
Thr

Gln

Ala
Tyr
Gln
Thr
Asn
Ser
Ala
Thr
Gly
Ala
Ser
Gln
Gln

Gln

Asn
Gly
Gly
Ala
Gly
Pro
Asp

Thr

Gln
Ser
Cys
Thr
Ser
Ile
Asp
Tyr
Ala
Thr
Phe
Phe
Tyr

Thr



23475
YEU CAU BAO HO
1. Enzym p-glucosidaza chtra mién xuc tac ctia B-glucosidaza bao gdm:

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

(B) polypeptit chira trinh tir axit amin thu dugc bing cach loai b, thay thé hodc bd
sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va ¢6
hoat tinh B-glucosidaza, hodc

(C) polypeptit c6 trinh tu axit amin c6 dd tuong dong véi trinh ty axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.1 biang 90% hoic cao hon, va ¢ hoat tinh B-glucosidaza.

2. Enzym pB-glucosidaza theo diém 1, trong d6 enzym nay c6 hoat tinh p-glucosidaza & do
pH nim trong khoang tir 3,0 dén 5,5 va nhiét d6 nim trong khoang tir 30°C dén 45°C va
sir dung co chit 14 p-nitrophenyl B-D-glucopyranosit.

3. Polynucleotit chira viing ma héa mién xuc tac cua B-glucosidaza bao gom:

(a) trinh tur bazo ma héa polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.1,

(b) trinh tu bazo ma héa polypeptit chira trinh tur axit amin thu dwoc bang cach
loai bo, thay thé hoic bd sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh ty axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO.1, va c6 hoat tinh B-glucosidaza, hodc

(c) trinh tu bazo mi héa polypeptit c6 trinh tir axit amin c6 do tuong ddéng voéi
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 béng 90% hodc cao hon, va c6 hoat tinh

B-glucosidaza.

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

biéu hién polypeptit c¢6 hoat tinh B-glucosidaza & t& bao vat chu.

5. Thé bién nap, trong do thé bién nap nay chtra vecto biéu hién theo diém 4.
6. Thé bién nap theo diém 5, trong d6 thé bién nap nay 14 sinh vat nhan that.
7. Thé bién nap theo diém 5, trong d6 thé bién nap nay 14 ndm soi.

8. Phuong phap san xuit enzym B-glucosidaza bao gbm buéc tao ra polypeptit c6 hoat

tinh B-glucosidaza trong thé bién nap theo diém bét ky trong s cac diém tir 5 dén 7.
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9. Hn hop xenlulaza chira enzym B-glucosidaza theo diém 1 hodc 2 hodc enzym
B-glucosidaza thu dugc bang phuong phéap theo diém 8, va it nhit mét loai xenlulaza
khéc.

10. Phuong phép san xuit san phdm phan gidi xenluloza bao gém budc tao ra sin phdm
phan giai xenluloza bang cach cho nguyén liéu chira xenluloza tiép xuc véi enzym
B-glucosidaza theo diém 1 hodc 2 hodc enzym B-glucosidaza thu dugc bang phuong phép

theo diém 8.

11. Phuong phap theo diém 10, trong d6 phuong phép nay con bao gdm budc cho nguyén

liéu chira xenluloza ti€p xtc véi it nhat mot loai xenlulaza khéc.

12. Phuong phép theo diém 10, trong d6 phuong phép nay con bao gdm budc cho nguyén
liéu chira xenluloza tiép xtic véi xenlobiohydrolaza chira trinh ty axit amin nhur néu trong

SEQ ID NO.12 va endoglucanaza chura trinh tyu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.13.

13. Phuong phép theo diém 10, trong d6 phuong phép nay con bao gdm budc cho nguyén
lidu chira xenluloza tiép xuc véi xenlobiohydrolaza chira trinh tir axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.12, endoglucanaza chtra trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.13, va

it nhat mot loai hemixenlulaza.
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