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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 ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1. Sang ché ciing dé cap

dén polynucleotit ma hoa B-glucosidaza nay, vecto bleu hién B-glucosidaza nay, thé bién
nap chira vecto biéu hién nay, phuong phap san Xuat enzym B-glucosidaza nay, hon hop

xenlulaza chira enzym nay va phuong phap san xuit san phim phén giai xenluloza bang f-

glucosidaza nay.
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Linh vue k§ thuit dwge dé cap

Sang ché dé& cap dén enzym B-glucosidaza thu dugc tir ndm s¢i Acremonium
cellulolyticus. Cu thé hon, sang ché d& cap dén B-glucosidaza thé hé méi, polynucleotit
ma hoa B-glucosidaza nay, vecto biéu hién B-glucosidaza nay, thé bién nap chtra vecto
biéu hién nay, va phuong phép san xuit san phim phan giai xenluloza bang B-glucosidaza
nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Gan day, viéc phat trién ning luong thay thé ddu mé 1a van dé rét quan trong, do
cac quan ngai lién quan dn viéc cung cip niang lugng cho cac thiét bi van tai, nhu su
tang gia diu va nguy co can kiét dau khi trong tuong lai gan, ciing nhu cdc vén dé v& moi
trudng nhu trai dat néng 1én va 6 nhi®m biu khi quyén. Sinh khéi thuc vét hoidc
lignoxenluloza, 12 ngudn ning lwong tai tao phong pht nhét trén trai dat, dugc mong doi
1a ngudn ning luong thay thé cho ddu mé. Céc thanh phin chinh trong phan kho cia sinh
khéi nay bao gdm céc polysacarit nhu xenluloza, hemixenluloza, va lignin. Vi du, céac
polyﬁacarit duoc sur dung lam nhién liu sinh hoc hodc nguyén liéu héa hoc thé, sau khi
dugc thuy phén thanh cdc monosacarit nhu glucoza hodc xyloza bodi cic glycosit

hydrolaza c6 tén chung 1a cac enzym xenlulaza.

Do d6, trong linh vuc ning lugng sinh hoc, rit cdn phét tridn nhidu enzym
xenlulaza c6 hoat tinh manh dé thuc hién mot cach hiéu qua qua trinh thiy phan enzym

sinh khoi chira xenluloza.

Lignoxenluloza 13 hop chét c6 cu trac rat phtc tap, nén rat kho c6 thé phéan giai
dugc bing mdt enzym phén giai xenluloza duy nhat. Qua trinh phan giai lignoxenluloza
thanh duong cin it nhit ba loai enzym: endoglucanaza (xenlulaza hodc
endo-1,4-B-D-glucanaza, mi s§ EC 3.2.1.4) phéan cit mot cach nglu nhién & céc vi tri bén
trong mach xenluloza, xenlobiohydrolaza (1,4-B-xenlobiosidaza hodc xenlobiohydrolaza,

mi s6 EC 3.2.1.91) déng vai trd nhu mét exo-xenlulaza phan cit & cac diu khir hoic cac
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dau khong khir ciia mach xenluloza va giai phéng san phidm chinh xenlobioza, va
B-glucosidaza (ma s6 EC 3.2.121) thily ph4n xenlobioza thanh glucoza. Ngoai ra, cin c6
hén hop thich hop chira nhiéu enzym bao gdm xylanaza (endo-1,4-B-xylanaza, ma sé EC

3.2.1.8) 1a hemixenlulaza va cic enzym phan giai thanh té bao thuc vat khac.

Hién nay, da phéan 13p dugc ching ndm soi Acremonium cellulolyticus san sinh
xenlulaza thily phan c6 hoat luc cao, va hai gen ma hoa xenlobiohydrolaza, 3 gen ma héa
B-glucosidaza va 7 gen ma héa endoglucanaza (xem, Tai liéu Patent 1). Endoglucanaza 1a
mdt trong sd cac glycosit hydrolaza tham gia vao qua trinh san sinh monosacarit bing

cach phan cit ngau nhién va phan giai xenluloza hoic lignoxenluloza nhu hemixenluloza.
Tai liéu vién dan
Tai liéu Patent 1: Pon Cong bé Patent chura thim dinh Nhét Bén, sb 2010-148427
Bin chit ky thuat ciia sing ché

Séang ché d xudt enzym p-glucosidaza thu dugc tir nidm soi Acremonium
cellulolyticus, polynucleotit ma héa B-glucosidaza nay, vecto biéu hién p-glucosidaza nay,
thé bién nap chira vecto biéu hién nay, va phwong phap san xuit sian phdm phan giai

xenluloza bing p-glucosidaza nay.

Tir két qua nghién ciru phat trién enzym xenlulaza thé hé méi ¢6 hoat tinh manh,
cac tac gia sang ché da phén 13p va x4c dinh dugc gen ma hoa xenlulaza thé hé mai tir
nam soi Acremonium cellulolyticus, nhd d6 thuc hién dugc sing ché nay. Cu thé, séng

ché de cip dén cac phuong an sau:

1. Enzym B-glucosidaza chra mién xiic tic cia P-glucosidaza bao gém: (A)
polypeptit chira trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1; (B) polypeptit c6 hoat
tinh B-glucosidaza c6 trinh tu axit amin thu dugc bing cach loai bé, thay thé hodc bd
sung mdt hodc nhiéu axit amin trén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1; hodc
(C) polypeptit c6 trinh tur axit amin c6 d6 twong ddng véi trinh tyr axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.1 bang 91% hoc cao hon, va ¢6 hoat tinh B-glucosidaza.

Cu thé, sang ché d& cip dén enzym P-glucosidaza chira mién xtc téc cla
B-glucosidaza bao gdm polypeptit chira trinh tyr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1.
2. Enzym B-glucosidaza theo phuong an 1, trong d6 enzym nay c6 hoat tinh
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B-glucosidaza & d6 pH nam trong khodng tir 3,0 dén 5.5 va nhiét dd nam trong khoang tir
30°C dén 75°C va st dung co chét 13 p-nitrophenyl B-D-glucopyranosit.

3. Polynucleotit chira viing ma héa mién xuc tac ciia p-glucosidaza bao gdm: (a)
trinh tu bazo ma héa polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1; (b)
trinh tu bazo ma héa polypeptit ¢6 trinh ti axit amin thu duge bang cach loai bd, thay thé
hoic bd sung mot hodc nhidu axit amin trén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.1, va c6 hoat tinh B-glucosidaza; (c) trinh tu bazo ma hda polypeptit co trinh tir axit
amin c6 do tuong ddng véi trinh tyr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 bing 91%
hodc cao hon, va c6 hoat tinh B-glucosidaza; hodc (d) trinh ty bazo chira polynucleotit lai
héa véi polynucleotit ¢6 trinh ty bazo nhu néu trong SEQ ID NO.2 & diéu kién nghiém
ngét, va mé hoa polypeptit c6 hoat tinh -glucosidaza.

Cu thé, sang ché dé cap dén polynucleotit chira ving ma héa mién xuc tic ciia
B-glucosidaza chira trinh tyr bazo méa héa polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.1.

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

kha ning biéu hién polypeptit c6 hoat tinh B-glucosidaza & t& bao vét cha.
5. Thé bién nap, trong d6 thé bién nap nay chtra vecto biéu hién theo phuong én 4.
6. Thé bién nap theo phuong an 5, trong d6 thé bién nap nay 1a sinh vat nhan that.
7. Thé bién nap theo phuong 4n 5, trong d6 thé bién nap nay 1a nim soi.

8. Phuong phép san xuét enzym B-glucosidaza bao gbm budc tao ra polypeptit co
hoat tinh B-glucosidaza trong thé bién nap theo phwong 4n bat ky trong s cac diém tir 5
dén 7.

9. Hon hop xenlulaza chira enzym B-glucosidaza theo phuong 4n 1 hodc 2 hodc
enzym P-glucosidaza thu dugc bing phwong phép theo phuwong 4n 8, va it nhit mot loai

xenlulaza khac.

Cu thé, sang ché dé cap dén hdn hop xenlulaza chira enzym [-glucosidaza theo

sang che.

10. Phuong phap san xut san phdm phén giai xenluloza bao gdm budc tao ra san

pham phén giai xenluloza bang cach cho nguyén li¢u chira xenluloza ti€p xdc véi enzym
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v6i cac phan doan thu duge & thoi gian luu ndm trong khoang tir 9 phit dén 15 phut.

Fig.4 thé hién sic ky dd HPLC cua dung dich phan Ung trudc va sau khi thuc
hién phén g enzym BGL dugc mb ta & vi du 1 bing cach st dung co chit 1a xylobioza

~ v6i céc phan doan thu dugc & thoi gian luu ndm trong khoang tir 9 phat dén 15 phit.
M0 ta chi tiét sang ché
Enzym p-glucosidaza theo sang ché

Céc tac gia sang ché da phan 1ap va x4c dinh dugc gen ma héa B-glucosidaza thé
hé méi tir ANDbs (ADN b sung) dugc tdng hop bang phan tmg phién ma nguoc voi
khudn 1a ARNtt (ARN thong tin) phan lép dugc tir ndm sgi Acremonium cellulolyticus,
gen nay dﬁqc viét tit 1a gen BGL, va B-glucosidaza dugc ma héa bang gen nay dugc viét
tit 1a enzym BGL. Trinh ty axit amin cia BGL duoc thé hién trong SEQ ID NO:1, va
trinh tu bazo ma héa BGL (trinh ty bazo clia viing mang ma di truyén cia gen BGL) dugc
thé hién trong SEQ ID NO:2.

Nhin chung, & protein c6 mot sb hoat tinh sinh hoc, thi mot hozc hai hoic nhiéu
- axit amin c6 thé duoc loai bo, thay thé, hodc bd sung ma khong lam giam hoat tinh sinh
hoc clia protein ndy. Theo d6, & BGL mdt hodc hai hodc nhiéu axit amin cling c6 thé dugc

loai b, thay thé, hoic bd sung ma khéng 1am gidm hoat tinh cda B-glucosidaza.

Theo khia canh thir nhit, sang ché dé xuét enzym B-glucosidaza chira mién xtc tac
clia B-glucosidaza bao gdm mét trong sé cac polypeptit tir (A) dén (C) dwoc chi ra dudi
day:

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

(B) polypeptit ¢ trinh ty axit amin thu dugc bang cach loai bo, thay thé hodc bd
sung mot hodc nhiéu axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1, va ¢6

hoat tinh B-glucosidaza; hoac

(C) polypeptit c6 trinh tur axit amin c6 dd twong dong véi trinh tu axit amin nhu

néu trong SEQ ID NO:1 bing 91% hodc cao hon, va ¢6 hoat tinh B-glucosidaza.

~

Thuat ngir “loai b axit amin trén polypeptit” dugc dung trong ban md ta nay dé

chi sur loai bé (hodc x6a bo) doan axit amin chira polypeptit.
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Thuét ngir “thay thé axit amin trén polypeptit” duoc dung trong ban md ta nay dé

chi su thay thé axit amin chira polypeptit bing mot axit amin khéc.

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

chi su chén axit amin méi vao polypeptit.

Tét hon néu, trong polypeptit & muc (B) sb lugng axit amin dugc loai bd, thay thé
hoic bd sung trén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1 nim trong khoang tir 1
dén 20, t6t hon nira néu nim trong khoéng tir 1 dén 10 va con tét hon nita néu nim trong
khoang tir 1 dén 5. Khong ¢6 gidi han cu thé vé vi tri clia c4c axit amin dugc loai bo, thay
thé, hoic bd sung trén mdi trinh tur axit amin mién 1a polypeptit nay chia trinh tu axit
amin trong d6 céc axit amin dd dugc loai bo, thay thé, hoic bd sung van duy tri duoc hoat

tinh B-glucosidaza.

Khong c6 gidi han cu thé vé& do twong ddng cua polypeptit & muc (C) véi trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1 mién 14 polypeptit nay c6 d6 twong déng véi trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO:1 bang 91% hoic cao hon va nhd hon 100%, tét hon néu
béng 93% hoidc cao hon va nhé hon 100%, tdt hon nita néu béng 95% hodc cao hon va

nho hon 100%, con t6t hon nita néu bing 98% hodc cao hon va nhd hon 100%.

Do tuong ddng trinh tyr (46 twong ddng) gitra hai trinh ti axit amin dugc x4c dinh
nhu sau: hai trinh tu axit amin ndy dugc dit canh nhau véi cac khoang tréng & mot sb vi
tri tinh todn dé chén va loai bo sao cho sb lugng céc axit amin giéng nhau 16n nhét c¢6 thé
tring khép, va d tuong ddng trinh tu dugc tinh 1a ty 16 phan trim cia céc axit amin
tring khép so véi toan bd cac trinh tu axit amin, khong bao gdm cac khoang tréng, theo
cach sip xép thu dugc. Do twong ddng trinh tu gilta céc trinh tur axit amin c6 thé dugc
xé4c dinh bang cic phin mém tra ctru do tuong ddng da biét trong linh vuc nay. Dd tuong
déng cua cdc trinh tu axit amin theo sang ché dugc xac dinh dya trén su sép xép thu duoc
tir chirc ning trung khép tdi da ciia phan mém trang ctru do trong ddng, Genetyx Ver.
11.0.

Céc polypeptit & muc (B) va (C) c6 thé duge thiét ké nhan tao, hodc ciing c6 thé 1a

thé twong dong ctia BGL, hoic doan protein cia nd.

Céc polypeptit & cac muc tir (A) dén (C) c6 thé duoc tdng hop twong tmg bang

phuong phap héa hoc dua trén trinh ty axit amin nay, hogc ciing c6 thé dugc tdng hop

-7-
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bang hé théng biéu hién protein bing cach st dung polynucleotit theo khia canh thir hai
cia sang ché dugce mo ta dudi ddy. Ngoai ra, cac polypeptit & muc (B) va (C) cling c6 thé
dugc tong hop nhén tao dua trén polypeptit chira trinh tyr axit amin nhu néu trong SEQ

ID NO:1, bang céach sir dung k§ thuat tai t6 hop gen dé chén céc dot bién axit amin vao.

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

B-1,6 glycosit nhu gentiobioza.

Enzym B-glucosidaza theo sang ché c6 hoat tinh B-glucosidaza & nhiét do nim
trong khoang 20°C dén 60°C. Tét hon néu, enzym nay c6 hoat tinh p-glucosidaza & nhiét
d6 nam trong khoang tir 20°C dén 75°C, tét hon nita néu enzym ndy cé hoat tinh
B-glucosidaza & nhiét d6 ndm trong khoang tir 20°C dén 80°C. Tbt hon néu
B-glucosidaza theo sang ché c6 hoat tinh B-glucosidaza & nhiét d t6i wu nim trong
khoang tir 30°C dén 75°C, tét hon nita néu & nhiét d6 t6i wu nim trong khoang tir 40°C

dén 70°C, con tét hon nita néu & nhiét dd t5i wu ndm trong khoang tir 40°C dén 65°C.

Thuat ngit “hoat tinh ctia B-glucosidaza” dugc ding trong ban mé ta nay dé chi
hoat tinh ma st dung co chit 14 glucan chira lién két B-glycosit va tao ra monosacarit

bang cach thuy phan co chit nay.

Mic du thay ddi phu thudc vao nhiét do phan tng, nhung do pH t&i wu caa
B-glucosidaza theo sang ché nim trong khoang tir 2,0 dén 6,0, t6t hon néu nim trong
khoang tir 2,5 dén 5,5, t6t hon nita néu nim trong khoang tir 2,5 dén 4,0. Tt hon néu,
B-glucosidaza theo sang ché co hoat tinh B-glucosidaza & d6 pH it nhit ndm trong khoang
tir 3,0 dén 5,5, t6t hon néu & d6 pH ndm trong khoéng tir 2,5 dén 6,0, va tét hon nita néu

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

Ngoai ra, enzym B-glucosidaza theo sdng ché con ¢6 hoat tinh B-glucosidaza trong
inéi trudng axit. Vi dy, khi sit dung co chat 1a PNPG (p-nitrophenyl B-D-glucopyranosit),
thi da kiém chimg duogc ring B-glucosidaza theo sang ché c6 hoat tinh manh trong moi
trudng axit c6 d6 pH nam trong khoang tir 3,0 dén 5,5. Tét hon néu, enzym B-glucosidaza

theo sang ché ¢ hoat tinh phén gidi PNPG & d6 pH nim trong khoang tir 3,0 dén 5,5 va

-8-
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nhiét dd 30°C, t6t hon néu & do pH nim trong khoang tir 3,0 dén 5,5 va nhiét do nim
trong khoang tir 30°C dén 75°C, va con t6t hon nita néu & dd pH nim trong khoang tir pH
3,0 dén 5,5 va nhiét d6 nam trong khoang tir 25°C dén 80°C.

Enzym B-glucosidaza theo sang ché ciing c6 thé c6 hoat tinh thiy phan xenluloza
khac vé6i hoat tinh B-glucosidaza. Vi du vé cic hoat tinh thiy phin xenluloza khac
ctiap-glucosidaza theo sing ché bao gdm hoat tinh xenlobiohydrolaza, hoat tinh

endoglucanaza va hoat tinh xylanaza.

Enzym B-glucosidaza theo sing ché cc’)r thé chi chtra mién xuc tic cua
B-glucosidaza bao gdm mot polypeptit bat ky trong sb cac polypeptit & cac muc tir (A)
dén (C) néu trén, hoic ciing c¢6 thé chira cac viing khac. Vi du vé céc vung khéc nay bao
gbm céc ving khac v6i mién xtc tac da biét cia p-glucosidaza. Vi du, B-glucosidaza theo
sang ché ciing thu duoc bing cach thay thé mién xtc tac da bibt 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 ning
van chuyén n6 dén ving dic hiéu dé khu tra & bén trong t& bao, hoic peptit tin hiéu dé
bai tiét ra ngoai té bao, vi du, & dau tan cung N hoac dau tan cung C cua n6. Vi du vé cac
peptit tin hiéu nay bao gbém peptit tin hiéu mang luéi ndi chat, peptit tin hiéu van chuyén'
nhan va peptit tin higu bai tiét. Viéc bd sung peptit tin hidu vao diu tin cing N hogc diu
tan ciing C clia B-glucosidaza néu trén cho phép né dugc bidu hién & thé bién nap dé
duoc bai tiét & bén ngoai té bao hodc ndm trong mang ludi ndi chét hodc céc vi tri khac

trong té bao.

Khong c6 gidi han cu thé v& peptit tin hiéu mang ludi ndi chit mién 1a peptit nay
c6 kha ning giit polypeptit bén trong mang luéi ndi chat, va peptit tin hiéu mang ludi ndi
chit da biét c6 thé duoc st dung thich hop. Vi du vé peptit tin hi€éu mang ludi ndi chét

bao gdm peptit tin hidu chira trinh tyr axit amin HDEL, hodc c4c peptit tuong tu.

Ngoai ra, cac trinh tu ddnh d4u khac nhau c6 thé dugc b sung vao ddu tan cing N
hoic du tan ciing C ciia B-glucosidaza theo sang ché, dé co thé tinh ché d& dang va thudn
tién sau khi san xuit enzym nay bing hé théng biéu hién. Vi du v& céc trinh tu dénh diu
bao gdm céc trinh tu thudng duge sir dung dé biéu hién hodc tinh ché protein tai t6 hop,

nhu trinh ty danh d4u His, trinh tw danh d4u HA (hemagglutinin), trinh tur danh dédu Myc

-0-
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hodc trinh tu danh déu Flag.

Ngoai ra, B-glucosidaza theo sang ché ciing c6 thé chira cic ving chirc nang khac
mién 14 hoat tinh B-glucosidaza thu dugc tir cac polypeptit & cac muc tir (A) dén (C) néu
trén khong bi suy giam. Vi du vé cic ving chirc ning khéc bao gdm ving gin két
xenluloza. Vi du vé ving gin két xenluloza bao gbm ving gin két xenluloza duoc giit

béi protein da biét hogic ving gén két xenluloza da duoc cai bién thich hop.

Khi B-glucosidaza theo sang ché chira viing chirc nang khac v6i mién xuc tac cia
B-glucosidaza, viing ndy c¢6 thé nim & phia trudc (dau tan cing N) hodc & phia sau (dau
tan cing C) so v&i mién xuc tac cia B-glucosidaza. Ngoai ra, vung chirc ndng khic va
mién xuc tic clia p-glucosidaza c6 thé dugc lién két truc tiép hodc thong qua méi lién két

c6 chiéu dai thich hop.
Polynucleotit ma hoa p-glucosidaza theo sang ché

Theo khia canh thit hai, sing ché dé xuét polynucleotit ma héa B-glucosidaza theo
khia canh thtr nhit. Enzym B-glucosidaza nay c6 thé dugc tao ra bang hé théng biéu hién

12 vat chi dugc chén vecto biéu hién chira polynucleotit nay.

Cu thé hon, sang ché dé xuit polynucleotit chira viing ma héa mién xuc tic cia
B-glucosidaza bao gdm mét trinh tyr bazo bét ky trong s céc trinh tw bazo tir (a) dén (d)

sau.

(a) trinh tu bazo ma hoéa polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO:1; |
(b) trinh ty bazo ma hoéa polypeptit ¢6 trinh tur axit amin thu dugc bang cach loai

bo, thay thé hodc bd sung mot hodc nhiéu axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO:1, va c6 hoat tinh B-glucosidaza;

(¢) trinh ty bazo ma hda polypeptit c6 trinh tur axit amin c¢6 d6 twong ddng vai
trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1 bing 91% hoic cao hon, va c6 hoat tinh

B-glucosidaza; hoac

(d) trinh ty bazo chira polynucleotit lai héa véi polynucleotit ¢ trinh bazo nhu
néu trong SEQ ID NO:2 & cac diéu kién nghiém ngit, va ma hoa polypeptit ¢6 hoat tinh

B-glucosidaza.
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Do twong dong gitra hai trinh tr bazo dugc xac dinh nhu sau: hai trinh ty bazo nay
ndy dugc didt canh nhau véi céc khoang tréng & mot sb vi tri tinh toan dé chén va loai bo
sao cho s6 lugng cac bazo gidng nhau 16n nhét c6 thé tring khép, va do trong ddng trinh
tu dugc tinh 13 ty 1¢ phan trim ciia cic bazo tring khép so véi toan bd céc trinh tu bazo,
- khéng bao gdm cac khoang trdng, theo cach sip xép thu duogc. P tuong ddng gitra cac
trinh tur bazo ¢6 thé dugc xac dinh bang cic phdn mém tra ctru do tuong dbng da biét
trong linh vuc nay. Do tuong dong gifra cac trinh tu bazo theo sang ché duge xac dinh
dwa trén su sip xép thu duge tir chirc ning tring khép ti da ctia phin mém trang ctiu do

turong dong, Genetyx Ver. 11.0.

Thuat ngir “cac diéu kién nghiém ngit” duoc ding trong ban md ta dé chi, vi du,
phuong phép thir nghiém dugc mo ta trong tai licu: NATURE PROTOCOL (VOL. 1, No,
2, p. 518 to 525, cong bd truc tuyén: 27/06/2006, doi:10.1038/nprot.2006.73). Vi du vé
cac didu kién nay bao g@)m cac diu kién dé thuc hién qué trinh lai héa bﬁng cach nudi
chy trong vai gid dén qua dém & nhiét d6 ndm trong khoang tir 40°C dén 65°C trong dung
dich dém lai h6a SSC 6x (Thanh phan cta dung dich SSC 20x: natri clorua 3M, dung
dich axit xitric 0,3M), dung dich Denhardt 5x (Thanh ph?m cua dung dich Denhardt
100x: 2% khdi lugng albumin huyét thanh bo, 2% khéi lugng ficoll, 2% khdi luong
polyvinylpyrolidon), dung dich SDS 0,5% khdi luong, va ADN tinh trung c4 hdi
0,1mg/mL.

bo tuong d@)ng cta trinh tu bazo theo muc (d) néu trén véi trinh tur bazo nhu néu
trong SEQ ID NO:2 bang 85% hozc cao hon va nhé hon 100%, tét hon néu bing 90%
hodc cao hon va nhé hon 100%, t6t hon nita néu 93% hoac cao hon va nhé hon 100%, va

con tét hon nita néu bang 95% hodic cao hon va nhé hon 100%.

Trong cac trinh tu bazo theo cic muc tir (a) dén (d) néu trén, t&t hon néu bd ba
phan giai ¢ tAn suét st dung cao & vat chl duge chon 1am b ba phan giai. Vi du, trinh
tur bazo theo muc (a) néu trén c6 thé 1a trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO:2 hoic
trinh tu bazo d3 duoc cai bién béng bo ba c6 tn suét st dung cao & véat chd khong lam
bién ddi trinh tyr axit amin dugc méa héa (SEQ ID NO:1). Céc bd ba nay c6 thé duge bién
d6i bang k¥ thuat tai td hop gen da biét.

Polynucleotit ¢6 trinh ty bazo nhu néu trong SEQ ID NO:2 c¢6 thé duoc téng hop
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hoéa hoc dya trén thong tin trinh tu bazo, hodc cé thé 1a ving chira mién xuc tac cia
B-glucosidaza trong gen BGL ciia nim soi Acremonium cellulolyticus tir ty nhién dugc
téng hop bang k§ thuat tai td hop gen. Toan bd gen BGL hoic ving chira mién xuc tic
clia B-glucosidaza trong gen BGL c6 thé duogc tdng hop, vi du, bang cach thu thap miu
chita Acremonium cellulolyticus tir ty nhién, st dung khuén 14 ADNbs dugc tong hop
bang phéan Gng phién ma nguoc tir khudn 1a ARNtt thu duge tir mdu ndm s¢i néu trén, va
thuc hién phan tng PCR bang cach sir dung mdi xudi va mdi nguoc dugc thiét ké theo

cac phuong phap da biét dura trén trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO:2.

Vi dy, cac polynucleotit ¢6 céc trinh tu bazo theo muc (b), (¢) hodc (d) néu trén c6
thé dugc téng hgp nhén tao béng cach loai bé, thay thé hodc bd sung mot hodc hai hoidc

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

Thuat ngr “loai bd bazo trén polynucleotit” duge diing trong ban mo ta dé chi sy

loai b (hodc x6a bd) doan nucleotit ma chira polypeptide.

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

thay thé bazo ma chira polynucleotit bang mét bazo khac.

Thuét ngit “bd sung bazo trén polynucleotit « dugc dung trong ban mo ta dé chi

su chén bazo m&i vao polynucleotit.

Polynucleotit theo sang ché c6 thé chi chira ving mi héa mién xdc tic cua
B-glucosidaza, hoic ngoai ving ma héa mién xuc tac cia B-glucosidaza, polynucleotit
theo sang ché ciing c6 thé chira ving ma héa mdt ving chtrc nang khac nhu ving gén két
xenluloza, méi lién két, cac peptit tin hiéu, hoic trinh tu danh ddu khac nhau.

Vecto biéu hién theo sang ché

Theo khia canh tht ba, sang ché d& xuit vecto biéu hién chira polynucleotit theo
khia canh thir hai cta sing ché, va c6 kha ning biéu hién polypeptit cé hoat tinh
B-glucosidaza & t& bao vat chi. Theo d6, vecto bidu hién nay la vecto trong do
polynucleotit theo sang ché dwgc két hop vao & trang thdi c6 kha ning biéu hién
B-glucosidaza néu trén.

Thuat ngit “vecto biéu hién” dugc dung trong ban mé ta dé chi vecto chira ADN

c6 ving khéi ddu, ADN c6 trinh tu dé két hgp ADN khac loai va ADN c6 ving két thic
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bét ddu tir doan trinh tyr ndm phia trude.

Cu thé hon, catxet biéu hién chita ADN c¢6 ving khéi dau, polynucleotit theo sang
ché, va ADN c¢6 ving két thac cin dé két hop vao vecto biéu hién nay bét diu tir doan
trinh tu ndm phia sau. Polynucleotit theo sang ché c6 thé duge két hop vao vecto biu
hién nay bing cac k¥ thuat tai t hop gen da biét. Kit tdng hop vecto biéu hién c6 ban
trén thi trudng ciing c6 thé dugc sir dung dé két hop polynucleotit theo sang ché vao

vecto bi€u hién nay.

Vecto biéu hién nay c6 thé dugc bién nap vao sinh vét nhan so nhu Escherichia
coli hodc c6 thé dugc bién nap vao sinh vat nhan that nhu nim men, nim soi, t& bao con
trung da nudi céy, té bao dong vat c6 va da nuoi cfiy hoic té bao thuc vat. Cac vecto biéu
hién tuy y thuong dugce sir dung cho méi vat chu ¢6 thé duge sir dung cho céc vecto biéu
hién nay.

Tét hon néu, vecto biéu hién theo sang ché dugc bién nap vao sinh vat nhan so
hodc vecto biéu hién duoc bién nap vao sinh vat nhan that nhu ndm men hodc nim soi,
t6t hon nita néu vecto biéu hién theo sang ché duoc bién nap vao sinh vat nhan that, con
t8t hon nita néu vecto biéu hién theo séng ché dugc bién nap vao nim soi, va van t8t hon
nita néu vecto biéu hién theo sang ché dugc bién nap vao nam Aspergillus. Viéc sit dung
- h¢ thdng biéu hién & sinh vat nhan so hoic sinh vat nhén thit c6 thé d& dang tao ra
B-glucosidaza theo sang ché véi ning suét cao. Ngoai ra, do enzym B-glucosidaza chira
trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1 vén ¢6 sin trong ndm soi Acremonium
cellulolyticus, nén né c¢6 thé dugc téng hop véi cic dic tinh giéng hét nhu cua
B-glucosidaza ty nhién bing cach biéu hién B-glucosidaza bang hé théng biéu hién cia

céc sinh vat nhan that nhu nam soi.

Tt hon néu, ngoai polynucleotit theo khia canh thir hai, vecto biu hién theo sang
ché ciing mang gen khang thubc. Do diéu nay s& gitip cho dé dang sang loc sinh v4t chi
da duoc bién nap vecto biéu hién va sinh vat cha chua dugc bién nap. Vi du v& cac gen
khang thudc bao gdm gen khang ampicilin, gen khang kanamycin, gen khéang
hygromycin, hodc cac gen khang thudc tuong tu.

Thé bién nap theo sang ché

Theo khia canh thir tu, sang ché @& xuit thé bién nap chita vecto biéu hién theo
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khia canh thir ba. Enzym B-glucosidaza theo sang ché c6 thé dugc bidu hién & thé bién
nap ndy. Enzym B-glucosidaza theo sang ché c6 thé duoc biéu hién & nhiéu vat chi nhu

Escherichia coli, nam men, nam sgi hodc luc lap cua thuc vat bac cao.

Khong c6 gidi han cu thé vé phuong phap duogc sir dung dé tao ra thé bién nap

‘bang cach sir dung vecto biéu hién, va qua trinh tbng hop c6 thé dugc thuc hién theo
phuong phép thdng thudng dugc sir dung dé tao ra thé bién nap. Vi du vé cac phuong

phap nay- bao gdm phuong phép 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 la nim soi, thi phuong phap PEG-canxi hodc phuong phap

Agrobacterium dugc uu tién.

Khi vit chu 1a sinh vat nhan so, nam men, nam sgi, t€ bao con trang da nudi cay
hodc t€ bao dong vat cd vl dd nudi cay va cac te bao tuong tu, thi thé bién nap thu dugc
theo sdng che co6 theé dugc nudi cay bang cac phuong phéap twong tu dugce sir dung d€ nudi

cdy véat chu nay trude khi bien nap.

Tbt hon néu, sinh vat nhan that nhu nAm men, ndm soi, t& bao con trung da nuoi
céy hoic t€ bao dong vat c6 va dd nudi cdy va cac té bao teong tu dugce st dung lam vat
chu chtra vecto biéu hién. Do céc dot bién glycosyl hoa dugc thuc hién trén céc protein &
sinh vat nhan that, nén viéc str dung thé bién nap 14 sinh vat nhén tht c6 thé tao ra
B-glucosidaza c6 do dn dinh nhiét cao hon so véi viéc str dung thé bién nap la sinh vat
nhén so. Dic biét, khi thé bién nap la nim soi nhu 12 Aspergillus va sinh vat nhan thit
nhu nidm sgi hodc ndm men, thi c6 thé dé dang tao ra dugc B-glucosidaza c6 d6 6n dinh
nhiét cao va ning suét 16n.

Trong thé bién nap theo sang ché, cat-xet dé biéu hién B-glucosidaza theo sang ché
thu dugce tir vecto biéu hién theb khia canh thir ba c6 thé duge két hop vao bd gen hoac
c¢6 thé nim ddc 14p & bén ngoai bd gen.

Phuong phap san xuit enzym B-glucosidaza theo sang ché

Theo khia canh thit nim, sang ché d xuit phuong phip sin xuét enzym
B-glucosidaza trong thé bién nap néu trén. Enzym B-glucosidaza theo sang ché c6 thé
duoc biéu hién 6n dinh trong thé bién nap dugc tao ra béng cach st dung vecto biéu hién

_ trong d6 polynucleotit theo khia canh thir hai duoc két hop vao & phia sau ving khéi dau
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khong c6 kha ning kiém soat tin xudt biéu hién va cac yéu té tuong tu. Mat khéc, bing
cach thyc hién qua trinh xt 1y cam tng thich hop trén thé bién nap da tao ra ving khéi
dAu co thé cam g biéu hién theo hop chét hodc nhiét d cu thé va cac didu kién twong

tu, trong cac dicu kién tuwong ing d¢ bicu hién B-glucosidaza & thé bién nap mong muodn.

Khong c6 gi6i han cu thé vé cic phuong phdp chiét xudt hodc tinh ché
B-glucosidaza tir thé bién nap néu trén mién 1a phuong phép nay khong lam giam hoat
~ tinh cta B-glucosidaza, va qua trinh chiét xuét c6 thé dugc thuc hién theo phuong phap
chiét xuét polypeptit thong thudng tir cac t& bao hodc md sinh hoc. Vi du v& mot phuong
phép chiét xuit nay bao gdm budc ngdm thé bién nap néu trén vao dung dich dém thich
hop dé chiét xuét B-glucosidaza, sau d6 phan tach dich chiét va phén ba rdn. Tét hon néu
‘dung dich dém nay chtra chét 1am tang d6 tan nhu chit hoat déng bé mit. Khi thé bién
nap la thuc vat, thi thé bién nap co thé dugc cét hodc nghién so b trude khi ngdm vao
dung dich dém. Ngoai ra, phuong phap phén tach rin-16ng da biét c6 thé duoc sir dung dé
phan tach dich chiét va phan ba rin, nhu phwong phép loc, loc nén, tach ly tdm, va thé
bién nap c6 thé duge ép trong khi van duoc ngidm trong dung dich dém chiét xuét. Enzym
B-glucosidaza trong dich chiét c6 thé dugc tinh ché bang cac phuong phap da biét nhu két

tinh, si€u lgc hodc sdc ky.

Khi B-glucosidaza theo sing 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, c6 thé dé dang
va thuan tién thu dugc dung dich nuéi cdy chira p-glucosidaza bang cach thu hdi phan
dich nbi nudi ciy tir canh trudng thu dwgc ma khéng chua thé bién nap. Ngoai ra, khi
B-glucosidaza theo sang ché chira trinh ty danh d4u nhu trinh tw danh déu His, c6 thé dé
dang va thuan tién tinh ché B-glucosidaza chira trong dich chiét hoac phan dich ndi nu6i

cdy c6 thé duoc tinh ché bang phuong phap sic ky 4i luc sir dung trinh tu danh déu nay.

Tirc 13, phuong phap san xuit enzym p-glucosidaza theo sang ché bao gbm budc
san sinh B-glucosidaza trong thé bién nap theo khia canh th tw, chiét xuét va tinh ché

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

Theo khia canh thtr sau, sang ché dé xuit hdn hop xenlulaza chira enzym

B-glucosidaza theo khia canh thir nht hodc B-glucosidaza thu dugc bing phwong phép
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san xuét enzym B-glucosidaza theo khia canh thr nam, va it nhit mot loai xenlulaza khéc.
Enzym B-glucosidaza thu dugc bing phuong phap san xudt enzym B-glucosidaza theo
khia canh thi nim c6 thé & trang thai nim trong thé bién nap theo sang ché hoic c6 thé
dugc chiét xuét hosc tinh ché tir thé bién nap nay. Glucan chira lién két B-1,4 glycosit nhu
xenluloza c6 thé dugc phan giai mét cach hidu qua hon bing B-glucosidaza theo sang ché

& dang hén hop véi cac xenlulaza khac.

Khong c6 gidi han cu thé vé xenlulaza khéac véi B-glucosidaza chua trong hdn hop

xenlulaza néu trén mién 1 n6 c6 hoat tinh thity phan xenluloza.

Vi du v& cac xenlulaza khac v6i B-glucosidaza theo sang ché chira trong hdn hop
xenlulaza nay bao gdm hemixenlulaza nhu xylanaza hodc B-xylosidaza, endoglucanaza,
xenlobiohydrolaza, hoic cic enzym tuwong tu. Tt hon néu, hdn hop xenlulaza theo sang
ché chua it nhét mdt hemixenlulaza va xenlobiohydrolaza, va tot hon nita néu hdn hop
ndy chira ca hemixenlulaza 14n xenlobiohydrolaza. Pic biét, t6t hon néu hdn hop nay
chira it nhit mot hodc nhiéu xenlulaza dugc chon tr nhém bao gém xylanaza,
B-xylosidaza, endoglucanaza va xenlobiohydrolaza, va t6t hon nira néu hdn hop nay chtra

toan bg cac enzym xylanaza, B-xylosidaza, endoglucanaza va xenlobiohydrolaza.
Phuong phap sin xut san phdm phén giai xenluloza theo sang ché

Theo khia canh thir bay, sang ché dé xuit phuong phép san xuét san pham phan
giai xenluloza dé thu dwoc san phdm phén giai xenluloza bing B-glucosidaza theo sang
ché. Cu thé hon, san phdm phén giai xenluloza dugc tao ra bang cach cho nguyén liéu
chira xenluloza tiép xtic v&i B-glucosidaza theo khia canh thir nhat, thé bién nap theo khia
canh thtt tu hoic B-glucosidaza thu dugc biang phuong phip san xuét enzym

B-glucosidaza theo khia canh thir ndm.

Khong c6 giéi han cu thé vé& nguyén liéu chira xenluloza mién 13 né chta
xenluloza. Vi du vé& nguyén liéu ndy bao gdm sinh khdi xenluloza nhu ¢4 hodc chét thai
néng nghiép va gidy da qua str dung. Tét hon néu, nguyén liéu chira xenluloza duge xit ly
co hoc nhu nghién hodc bam nhd, x1r Iy h6a hoc nhu xir 1y béng axit hodc .kiém, hoac xir
ly ngdm hodc hoa tan vao dung dich dém thich hgp trudc khi cho tiép xtc véi

B-glucosidaza theo sang ché.

Céc diéu kién cia phan tmg thiy phan xenluloza boi B-glucosidaza theo sang ché
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1a cac diéu kién cho phép enzym nay thé hién duoc hoat tinh cta B-glucosidaza. Tt hon
néu phan tmg thity phan xenluloza dugc thuc hién & nhiét d§ ndm trong khoang tir 20°C
dén 60°C va & d6 pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,0 va tét hon nita néu phén Gng nay
duge thyc hién & nhiét do nim trong khoang tir 25°C dén 55°C va & d6 pH ndm trong
khoéng tir 4,0 dén 6,0. Thoi gian cta phan mg thily phan xenluloza dugc diéu chinh mot
cach thich hop theo nhidu yéu t§ nhu loai nguyén liéu chira xenluloza cin thiy phén,
phuong phap xir ly so bo hodc luong nguyén liéu dugce sir dung. Vi dy, phan tmg thuy

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

Ngoai B-glucosidaza theo sang ché, 6t hon néu it nhit mot loai xenlulaza khéc
dugc sir dung trong phén tmg thiy phan xenluloza. C4c xenlulaza giéng nhu céc enzym
chura trong hén hop xenlulaza néu trén c6 thé dugc sir dung 1am céc xenlulaza khéac nay,
va tt hon néu céc enzym ndy 13 xenlulaza 6n dinh nhiét, c6 hoat tinh & nhiét d6 ndm
trong khoang tir 20°C dén 60°C va & d6 pH ndm trong khoang tir 4,0 dén 6,0. Ngoai ra,
hén hop xenlulaza theo khia canh thir sau c6 thé duoc st dung trong phuong phép san
xuit san phdm phén giai xenluloza thay cho B-glucosidaza theo khia canh thir nhét, thé
bién nap theo khia canh thér tw, hoic B-glucosidaza thu dugc bang phuong phap san xuét

enzym fB-glucosidaza theo khia canh thir nam.
Vi du thye hién siang ché

Sang ché s& dugc md ta chi tiét hon thong qua céc vi du dudi day, tuy nhién pham
vi cla sang c;hé khong chi giéi han & cac vi du nay.

Vidul

(1) Thiét ké vecto biéu hién Aspergillus BGL

Chiét xuit ADN bo gen clia Acremonium Cellulolyticus

Ching Acremonium cellulolyticus H1 (do International Patent Organism
Depository of the National Institute of Technology and Evaluation cung cap, sb truy cép:
FERM BP-11508, dugc ky hiéu 1a “ching H1”) dugc cdy vao mdi truong thach PDB
(mdi trudng dia thach dugc didu ché bang cach bd sung 1,5% (kl/tt) agaroza vao méi
truong PDA (bang céch st dung canh truong Difco PDA)), sau d6 nudi cdy trong 1 tuén

& nhiét dd 30°C. Céc té bao nim thu dugc dugc ciy vao mdi trudng PDA sau khi cit cac
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dia thach chira cac té bao dd c6 duong kinh bing Smm, tiép theo nudi ciy lic & nhiét do
30°C va toc @0 lic bang 130 vong/phut. Thu iy cac t& bao nim bang cach ly tAim mdi
truong nudi ciy trong 10 phut & tbc d6 bang 15000 vong/phut va rira hai 1an bing moi

truong PDA.

Céc hat tir dugce nap vao éng nhua c6 dung tich 2mL chtra mAu té bao nim néu
trén, va mau té bao nim nay dugc nghién ba ldn, mdi lan trong 90.gidly bing méay nghién
bi (tén thiét bi: Shake Master, Bio-Medical Science Co., Ltd.), sau d6 chiét xudt ADN
bing kit Isogen II (Nippon Gene Co., Ltd.). ADNbs dugc tong hop tir ARN chiét xuét
dugc bang cach sir dung kit téng hop AND (nhén hidu: SMARTer™ RACE cDNA
Amplification Kit, Clontech Laboratories, Inc.).

Gidi trinh ty ADNbs ctia Acremonium cellulolyticus BGL

Trinh ty ma héa BGL (SEQ ID NO:2) dugc khuéch dai bing phan tmg PCR six
dung khuon 1a ADNbs b gen néu trén va doan mdi ¢6 trinh tu bazo nhu néu trong SEQ
ID NO:3, doan mdi c6 trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO:4 duoc thé hién trong
Bang 1, va ADN polymeraza (nhadn hiéu: KOD-Plus, Toyobo Co., Ltd.). Phan tng PCR
bao gdm mét chu ky thuc hién trong 2 phut & nhiét 46 94°C, 30 chu ky trong 20 gidy &
nhiét 4o 96°C, trong 30 gify & nhiét do 60°C va trong 5 phut & nhiét d§ 72°C. San phim
PCR duogc tinh ché bang Kit QIAquick PXR (Qiagen Inc.).

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

Phén ttng PCR dugc thuc hién theo ciing cach thirc dé khuéch dai ADNbs ma hoa
BGL, khdc biét & ché st dung khubn 12 ADN bo gen ciia ching Aspergillus oryzae RIB40
(do National Institute of Technology and Evaluation cung c4p, md NBRC: 100959, duoc
ky hiéu 14 “chiing RIB40”), doan mdi ¢6 trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO:5 va
doan mdi ¢6 trinh tw bazo nhu néu trong SEQ ID NO:6 dugc thé hién trong Bang 1 dé
khuéch dai ADNbs chira gen niaD mi héa nitrat reductaza thu dugc tir Aspergillus

oryzae.

Sau khi phan cét san phidm khuéch dai PCR thu dugc va plasmit pBR322 cia
E.coli (Takara Bio Inc.) bing cac enzym gi6i han Aval va Ndel & nhiét d6 37°C, céc san

phim phan cit dugc phan tach biang cach dién di trén gel agaroza, va bang dich dugc cit,
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sau d6 chiét xuét va tinh ché tir manh gel nay bang Kit chiét xut gel QIAquick (Qiagen
Inc.) dé thu dugc cac doan ADNbs d3 duoc cit bing enzym gi6i han cia plasmit pPBR322
va gen niaD. Sau d6, cac doan ADN nay dugc ndi v6i nhau bang Kit néi ADN (Takara
Bio Inc.) va cac doan ADN nay dugc bién nap vao ching E.coli IM109 (dugc ky hiéu 1a
“chuing JM109”). Két qua, thu dwoc thé bién nap chira plasmit pBR-niaD (plasmit chira
doan ADNbs clia gen niaD dugc chén & giita cac doan dugc cit bang cac enzym giéi han

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

Phan tng PCR dugcc thuc hién theo cung cach thirc dé khuéch dai ADNbs mi hoa
BGL, khac biét & chd sir dung khudn 14 ADN bd gen ctia chiing Aspergillus oryzae RIB40,
doan mdi ¢6 trinh tr bazo nhu néu trong SEQ ID NO:7 va doan mdi ¢6 trinh tu bazo nhu
néu trong SEQ ID NO:8 dugc thé hién trong Bang 1 dé khuéch dai ADNbs chira ving két
thic clia gen agdA thu dugc tir Aspergillus (cling duge goi 1a “viing két thic agd4™).

Sau khi phan cit san phim khuéch dai PCR thu dugc va plasmit pBR-niaD bing
cac enzym han ché Sall va Aval & nhiét 6 37°C, thu dugc cic doan ADNbs d3 dugc cit
bang enzym gi6i han.cﬁa pBR-niaD va ving két thiic agd4 tir san phim phén cét nay
theo cach thirc gidng nhu quy trinh tdng hop plasmit pBR-niaD néu trén, va cac doan
ADN nay dugc lién két v6i nhau va bién nap vao ching IM109 dugc. Két qua, thu dugc
thé bién nap chtra plasmit pBR-agdAT-niaD (plasmit chira doan ADNbs ctia ving két
thiic agdA duge chén & giita cac doan duoc cit bing cic enzym gioi han Sall va Aval cia
pBR322-niaD).

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

Phéan tmg PCR dugc thuce hién theo cuing cach thirc dé khuéch dai ADNbs ma hoa
BGL, khéc biét & chd st dung khudn 14 ADN bd gen cia ching Aspergillus oryzae
RIB40, doan mdi c6 trinh ty bazo nhu néu trong SEQ ID NO:9 va doan mdi c6 trinh tu
bazo nhu néu trong SEQ ID NO:10 dugc thé hién trong Bang 1 dé khuéch dai ADNbs
chira viing khéi ddu cta gen enod thu dugc tir Aspergillus (cling dugc goi 1a “viung khoi
dau enoAd”).

Sau khi phan cit san phim khuéch dai PCR thu dugc va plasmit pBR-agdAT-niaD
béng cac enzym han ché Nhel va Sall & nhiét d§ 37°C, thu duogc cidc doan ADNbs da
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dugc cit bang enzym gidi han cua plasmit pBR-agdAT-niaD va viing khéi dau enod tir
san phidm phan cit nay theo cch thirc gidng nhu quy trinh téng hop plasmit plasmit
pBR-niaD néu trén, cdc doan ADN nay duogc lién két v4i nhau va bién nap vao ching
IM109. Két qua, thu dugc thé bién nap chura plasmit pBR-enoAP-agdAT-niaD (plasmit
chtra doan ADNbs cia vung khoi dau enoA dugce cheén & gifta cac doan dugce cit béng cac

enzym giGi han Nhel va Sall cia plasmit pBR322-agdAT-niaD).

Bang 1
SEQ ID NO. Trinh tw bazo
3 TCCTCCAAGTTACCCATGAAGTCCCTCTCT
4 CGCTTCGTCGACCCCTCAATAACCCAACCC
5 ATGCTCGGGAGCTTTGGATTTCCTACGTCTTC
6 ATGCATATGTCGAGAGTGTTGTGTGGGTCAACG
7 ATGGTCGACGAAGCGTAACAGGATAGCCTAGAC
8 ATGCCCGAGAGTAACCCATTCCCGGTTCTCTAG
9 ATGGCTAGCAGATCTCGCGGCAGGGTTGAC
10 ATGGTCGACCCCGGGTAACTTGGAGGACGGAAGAAAAGAG

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

Trudc tién, sau khi phéan cit plasmit pBR-enoAP-agdAT-niaD bang enzym gi6i
han SélI & nhiét do 30°C, thu dugc doan pBR-enoAP-agdAT-niaD dugc xir 1y béng Smal
tir san i)hém phan cit nay theo cach thirc gibng nhu quy trinh téng hop plasmit pBR-niaD
néu trén.

Poan di xir Iy bang Smal nay va trinh ty AND b6 gen mi héa BGL dugc tinh ché -
theo céch thirc néu trén dugc lién két v6i nhau bang cach sir dung Kit tach 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 ndy vao céc t& bao c6 kha ning sao chép hoan toan (Clontech Laboratories, Inc.)
dé thu duoc thé bién nap E.coli BGL. Thé bién nap nay dwoc nudi cdy lic qua dém &
nhiét do 37°C va téc dd bang 180 vong/phit trén méi truong LB chita 100pg/mL
ampicilin, va thu dugc plasmit pBR-enoAP-BGL-agdAT-niaD véi s§ luong 16n tir moi

truong nudi ciy néu trén bang cach sir dung Kit QIAquick Miniprep (Qiagen Inc.).
(2) San xuat thé bién nap Aspergillus chira vecto biu 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)
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bang phuong phap PEG-canxi (Mol. Gen. Genet., Vol. 218, pp. 99-104 (1989)). Thé bién
nap (ching Aspergillus BGL d bién nap) duoc 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% (kl/tt) sit sulfat va 0,3% (kI/tt) natri nitrat).

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

Chung Aspergillus BGL d bién nap duoc nudi cdy trén mdi trudng Czapek-Dox
dé tao bao tir, sau do6 thu ldy cac bao tir bang nudc vo tring. Cac bao tir nay duogc ciy vao
‘binh nén c6 dung tich 500mL chtta 100mL moi 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 do cudi cing bang 1 x 10%/mL.
Sau khi nudi cdy trong 3 ngdy & nhiét do 30°C, san phim gen mong mudn (BGL) dugc
bai tiét va xuat hién trong mdi truong nudi cdy. Dich 16ng thu duoc sau khi nudi cdy dugc

st dung lam mau enzym.

BGL trong méu enzym duoc x4c dinh bang phén tich SDS-PAGE. Qua4 trinh dién
di SDS ciia miu enzym nay duoc thuc hién bing cach st dung gel Mini-Gradient véi
gradient ndng d6 nim trong khoang tir 10% dén 20% (Atto Corp.). Miu enzym va dung
dich xir Iy mau Tris-SDS B-ME (Atto Corp.) duge tron & ty 1€ 1:1, sau do6 x ly trong 5
phit & nhiét 6 100°C va tién hanh dién di véi 20pL hdn hop. Sau khi két thic qu4 trinh
dién di, gel c6 dinh dugc nhudm bing EzStain Aqua (Atto Corp.) dé hién thi cac bang
protein. Sau d6, hinh anh gel duoc chup bing hé théng ChemiDoc XRS Plus (Bio-Rad
Inc.). Hinh 4anh gel ndy duoc phén tich bing phan mém Image Lab 2.0, sau do dinh lugng

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 phéan tir protein va bang bén phai 1a
Ama:lu enzym. K&t qua phén tich cho thiy miu enzym thu dugc chira BGL ¢6 trong lugng
phan tir xp xi bang 80 kDa.
(4) Danh gia hoat tinh enzym
Hoat tinh enzym dugc tinh theo don vi (U). 1 U dugc x4c dinh theo phuong trinh

duéi day va dugc dinh nghia 13 lugng enzym cén thiét dé tao ra 1pumol san phdm tir co
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chét trong thoi gian 1 phut.

1 U (umol/phut) = [lugng dudng tao thanh (umol/L)] x [thé tich dung dich phéan
g (L))/[thdri gian phan (g (phit)]
Ngoai ra, hoat tinh riéng tinh trén 1mg protein dugc x4c dinh bing phuong trinh

sau:

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

Danh gia hoat tinh phan giai PNPG

PNPG (p-nitrophenyl B-D-glucopyranosit, do Sigma-Aldrich Corp. cung cép)
dugc str dung 1am co chit chudn. Hoat tinh phan giai PNPG dugc st dung chu yéu dé
danh gia hoat tinh cta B-glucosidaza. Ngoai ra, duong chudn dugc xiy dung tir cac gia tri
thu dugc cia nim dung dich pha lodng lién tiép (OpM dén 200uM) duge didu ché bing
cach pha loang 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 nhua c6 thé tich béng 1,5mL véi sb lugng béng v6i sd
lwgng mAu cén do, va didu ché cic dung dich chuin bang cach bd simg 615 pL dung dich
dém axit axetic 200mM (pH = 5,5) va 50uL dung dich PNPG (3,4mM, dung moi 1a ﬁuc’rc
si€u tinh khiét) vao moi 6ng, sau d6 tron k¥ & nhiét d6 30°C. Tiép theo, 10pL mau enzym
duoc bd sung vao mdi dng dé kich hoat phén g enzym, va sau 15 phut ké tir luc bét dau
phan tmg, 625uL dung dich nudc natri carbonat 0,2M duge bd sung vao va khudy tron dé
dimg phan tng. Sau d6, 200uL dung dich phan tng dugc 1y ra tir mbi éng, va do do hép
thu & budc séng 420nm (A420). Trong qué trinh do do hip thy, mu tring 12 mAu dugce
chuén bj theo ciing cach thirc chi khéac 1a bd sung dung dich dém axit axetic 20mM (pH =
5,5) thay cho méu enzym. Nong d6 PNP dugc xé4c dinh tir cac tri s6 do hdp thu A420 do

dugc va dudng chuén, va hoat tinh riéng dugc xac dinh theo phuong trinh dudi day:
Hoat tinh riéng (U/mg) = ([Néng d6 PNP (umol/L)]x 0,001 x 0,675/0,01)/(15 x
[luong protein (mg)])

Két qua phan tich cho thdy hoat tinh phan giai PNPG (hoat tinh riéng) cia BGL
duogc tao ra bang ching Aspergillus BGL da bién nap bang 15,9U/mg. Cin ct trén céc két
qua nay, chimg t6 ring BGL nay c6 hoat tinh phan gidi PNPG.
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(5) Danh gi4 hoat tinh thity phan

Céc ché phdm enzym duoc sir dung dé danh gia chira miu enzym (BGL) dugc
diéu ché theo phan (3) néu trén, xenlobiohydrolaza chira trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO:11, endoglucanaza chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:12,
xylanaza (endo-1,4-beta-xylanaza A thu dugc tir Thermoascus aurantiacus, S6 truy cp
GenBank: AAF24127) va B-xylosidaza (B-xylosidaza thu dugc tir Thermotoga maritima,
do Thermostable Enzyme Laboratory Co., Ltd. cung cép).

Trudc tién, dung dich nuéc amonica 25% (kl/tt) duogc trdn véi sinh khdi chia
lignoxenluloza & dang than va 14 cdy ngo sau thu hoach da dugc nghién min dén ty 18
khéi lugng bing 1:2,5 dé thu duoc 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 duoc dé thiy phan so bd
trong 8 gi& & nhiét 4o 80°C, sau d6 phan tich amoniac va diéu chinh d6 pH dén pH=4,5.
Tiép theo, ham lugng sinh khéi dugc didu chinh dén 20% khéi lvong dé thu dugc san
phim thiy phan so b sir dung trong vi du nay. Ché phidm enzym chtra BGL dugc bd
sung vao san pham thity phén so bd nay dén ndng do enzym cudi cing tinh trén 1g sinh
khéi bang 4,5mg/g (than va 14 ciy ngd sau thu hoach) va dé phan ung trong 3 ngay &
nhiét 9 50°C. Trong qua trinh phan tng, hdn hop dugc lic bang may lic & toe do bing
160 vong/phiit. Ngoai ra, hdn hgp enzym thity phan c6 ngudn gbc tir loai Acremonium c6
ban trén thi truong (nhan hiéu: Acremonium Xenlulaza, Meiji Seika Pharma Co., Ltd.)
dugce sir dung 1am miu d6i chimg va dé phan tng theo cung céch thtc.

* Sau khi két thiic phan g, dich thily phan thu dwogc dugc chuyén vao éng 14y méu
va ly tdm trong 10 phiit & nhiét do 4°C véi luc ly tim bang 15760 x g. Phan dich ndi thu
duge dugc chuyén vao dng nhua sach c6 dung tich 1,5mL, va sau khi gia nhiét trong 5
phut ¢ nhiét d6 95°C, duge ly tdm trong 5 phut & nhiét d§ 4°C véi luc ly tim bang 15760
x g. Sau khi phén dich nbi thu duoc dugce chuyén mdt 14n nita vao 6ng nhua sach c¢6 dung
tich bang 1,5mL, phan dich ndi dugc loc bang mang loc 0,2pm (dudong kinh 13mm).
chuyén 0,2mL dich loc vao binh phan tmg, sau d6 dinh luong ndng d6 dudong bang
phuong phap HPLC & céc diéu kién duoc chi ra duéi day. Glucoza va xyloza (Wako Pure

Chemical Industries, Ltd.) lan luot duge st dung 1am chét chuin cho hé théng HPLC.

Thiét bi do néng do duong; Thiét bi phén tach: Waters 2695 (Waters Corp.)
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B0 phéan phéat hién RI: Waters 2414 (Waters Corp.)

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

Diéu kién do ndng d6 dudng:

Dung mdi rira giai: Nudc siéu tinh khiét

Téc d dong: 0,6 mL/phut

Nhiét 49 cot: 85°C

Nhiét do bo phan phat hién: 40°C

Fig.2 thé hién sic ky d6 HPLC cua dich thity phan thu dugc tir mdi phan tmg dugc
phat hién bang detecto hdng ngoai véi cac phan doan thu dugc & thoi gian luu nim trong
khoang tir 10 phut dén 16 phit, tai d6 cac disaccarit va monosaccarit duoc rira giai. Trén
sic ky dd nay, ky hiéu “enzym duoc bd sung” thé hién két qua phan tich cia dich thay
phan thu duge sau khi bd sung ché phdm enzym néu trén va ky hiéu “enzym khong duoc
bd sung” thé hién két qua phan tich cia dich thily phan duoc xir Iy theo ciing cach thirc
nhung khong bd sung ché phim enzym néu trén.

Két qué dinh luong cho thdy trai nguoc v6i ndng d6 dudng cua dich thiy phan
(tong ndng d6 ciia glucoza va xyloza) khi st dung h6n hop enzym thily phan c6 ban trén
thi truong bang khoang 1,82% khéi luong, thi tri s6 nay khi sir dung ché phim enzym
chira BGL theo sang ché bang khoang 2,74% khdi lugng, tic 1a lugng dudng duoc tao ra
16n hon gép 1,5 lén.l Céc két qua nay ching t6 ring viéc sir dung két hop BGL véi cac
enzym thily phan khéac s& thu dwoc hdn hop enzym c6 hoat tinh thay phan cao hon so véi
hén hop enzym thuy phan c6 ngudn gdc tir Acremonium c6 ban trén thi truong.

(6) Danh gia hoat tinh cia enzym

Déanh gia hoat tinh phan giai xenlobioza

Hoat tinh phéan giai xenlobioza va hoat tinh phén gidi xylobioza dugc danh gia
bang cach str dung mAu enzym duoc didu ché theo phan (3) néu trén.

Cu thé, 200puL dung dich nuéc xenlobioza 0,03M va 190uL dung dich dém axit
axetic 200mM (pH = 5,5) dugc bd sung tuong (mg vao hai éng nhwa c6 dung tich bang

1,5mL va tron k¥, sau d6 u so by trong 5 phut & nhiét ¢ 30°C. Sau khi 0 so bg, 10pL
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miu enzym dugc bd sung vao mot trong sb 2 éng nhua nay dé hoat héa phéan ung enzym.
Sau 90 phut tinh tir khi bit dAu phan (mg, dung dich trong 6ng nhwa nay duoc gia nhiét
trong 5 phit & nhiét d6 95°C ¢ dimg phan tmg enzym (thdi gian phan tng enzym: 90
phut). 10pL miu enzym dugc bd sung vao dng nhira con lai, ngay sau d6 gia nhi¢t dung
dich trong dng nhwa nay trong 5 phat & nhiét do 95°C dé dimg phan Ung enzym (thoi
gian phan Ung enzym: 0 phut).

Ngoai ra, 200uL dung dich nuéc xylobioza 0,014M va 190uL dung dich dém axit
axetic 200mM (pH = 5,5) dugc bd sung twong tmg vao hai éng nhua c6 dung tich bang
1,5mL va tron k¥, sau d6 u so bd trong 5 phat & nhiét d6 30°C, va tiép theo 100uL mau
enzym dugc bd sung vao éng nhua nay dé hoat hoa phan Gmg enzym. Sau khi G so bg,
10puL méu enzym duge bd sung vao mét trong s 2 éng nhya nay dé hoat héa phéan tmg
enzym. Sau 90 phut tinh tir khi bat diu phan tng, dung dich trong 6ng nhya nay duoc gia
nhiét trong 5 phut & nhiét d6 95°C @& dimg phan tng enzym (thdi gian phan ing enzym:
90 phut). 10 pL mau enzym dugc bd sung vao dng nhua con lai, ngay sau d6 gia nhiét
dung dich trong éng nhwa nay trong 5 phtt & nhiét d6 95°C @ ding phan ung enzym
(thoi gign phén tng enzym: 0 phut).

Sau khi két thiic cac phan tmg, bén éng nhya nay duge ly tdm trong 5 phat véi luc
ly tdm Béng 15760 x g. Sau khi chuyén phdn dich néi thu dugc vao 6ng nhya c6 dung
tich bang 1,5mL, phén dich ndi nay duge loc bing mang loc 0,2 um (dudng kinh bing
13mm). 0,2 mL dich loc dugce chuyén vao binh phan Wng, nbéng d6 dudong duge dinh
luong bing phuong phap HPLC & cing diéu kién nhu phén (5) néu trén, va hoat tinh
riéng tinh trén don vi khéi lugng (U/mg) dugc xé4c dinh theo phuong trinh dudi day.
Glucoza va xyloza (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) 14n Iugt dugce sir dung 1am chét
chuén 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 d6 HPLC ciia cac dich thiy phan thu duge tir
mdi phan tmg dugc phét hién bing detecto hdng ngoai véi céc phén doan thu dugc & thoi
gian luu ndm trong khoang tir 9 phiit dén 15 phut, tai d6 céc disaccarit va monosaccarit

dugc rira giai. Fig.3 1a sic ky dd cia cac dung dich phan ng enzym véi co chét 1a
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xenlobiozae, trong khi d6 Fig.4 14 sic ky dd cta c4c dung dich phan tng enzym véi co

chét 1a xylobioza.

Nhu dugc thé hién trén Fig.3, khi st dung co chét 12 xenlobioza, néu thuc hién
phép so sanh giita dich thily phan khi thoi gian phan tmg bang 0 phit (ky hiéu “trude
phan tmg” trén sic ky dd) va dich thiy phéan khi thoi gian phan tng bang 90 phuat (ky
hidu “sau phan mg” trén sic ky dd), thi pic sic ky quan sat duoc déi véi xenlobioza c6
thdi gian lwu x4p xi bang 11 phat dbi véi dich thiy phén sau phén mg 1a nho hon so véi
~ dich thity phan truéc phén tng, trong khi d6 pic sic ky quan sat duogc dbi véi glucoza c6
thoi gian Iuu x4p xi bang 13,3 phat 12 16n hon, didu nay chiing t6 rang ring xenlobioza da
dirqc phan gidi thanh glucoza béi BGL theo sang ché. Hoat tinh riéng phan giai
~ xenlobioza ctia BGL theo sang ché bang 2,36 U/mg.

Mit khéc, nhu duge thé hién trén Fig.4, khi st dung co chét 1a xylobioza, do pic
sdc ky chi quan sat dugc déi voi xylobioza ¢6 thoi gian luu xép xi bang 12,3 phut ngay ca
d6i véi dich thiy phan khi thoi phan tng enzym bang 90 phut (ky hidu “sau phén tung”
trén sic ky dd) 1a gidng nhu dich thuy phan khi thoi gian phan tmg enzym bing 0 phit
(ky hiéu “trudc phan tng” trén sic ky d0), diéu nay ching té ring ring xylobioza khong

bi phan giai boi BGL theo sang ché.
(7) Mtrc 36 phu-thude vao nhiét o cta hoat tinh phan giai PNPG

Mitrc d¢ phu thugc vao nhiét do cua hoat tinh phan giai PNPG cia BGL dugc

danh gi4 bang cach str dung miu enzym dugc didu ché theo phan (3) néu trén.

Cu thé, sau khi thuc hién cac phan img enzym theo cung céach thirc nhu dugc mod
ta trong phan Pdnh gid hoat tinh phéan gidi PNPG trong muc (4) néu trén chi khac 1a thuc
hién cic phan Ung nay & nhiét d6 30°C, 45°C, 60°C, 75°C hodc 90°C, 200uL dung dich
phan g dugc 14y ra tir mdi ng, va do d6 hip thu & budc song 420nm (A420) va dinh
luong ndng d6 PNP trong dung dich phan Gng sau khi két thuc phén Uing enzym tir duong

chuén dugc dung trude.

Céc két qua dinh luong ndng d6 PNP cua mdi dung dich phan tng va cic tri sb
hoat tinh twong ddi (%) tinh theo tri s6 100% 14 hoat tinh phan giai PNPG cta dung dich
phan tng c6 ndng d6 PNP cao nhit dugc thé hién trén Bang 2. Nhu duge thd hién trén

Bang 2, mic di BGL theo sang ché da dugc kiém chimg 13 ¢6 hoat tinh phén giai PNPG
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manh & nhiét 9 nim trong khoang tir 30°C dén 75°C, va c6 hoat tinh phan giai PNPG
manh nhét khi nhiét d6 phan tmg bing 45°C, hoat tinh phan tng & nhiét d6 60°C x4p xi
béng 100%, va hoat tinh phan tng & nhiét d¢ 30°C va 75°C ciing cao hon 80%, nhung
enzym nay hau nhu khéng c6 hoat tinh phan giai PNPG & nhiét d6 bang 90°C.

Béang 2
Nhiét d6 phan tng (°C) 30 45 60 75 90
Ndng d PNP (uM) 209,00 | 256,00 | 253,57 | 240,86 | 10,00
Hoat tinh phan tng (%) 81,6 100,0 99.1 94,1 3,9

(8) Mtrc do phu thudce vao d9 pH ctia hoat tinh phan giai PNPG

Mtrc d6 phu thudc vao d6 pH cua hoat tinh phin giai PNPG ctia BGL dugce danh

gi4 bang cach st dung mau enzym duge diéu ché theo phan (3) néu trén.

Cu thé, sau khi thuc hién cic phén tmg enzym theo cung céch thirc nhu dugc mod
ta trong phan Ddnh gid hoat tinh phén gidi PNPG trong muc (4) néu trén chi khac 1a sir
dung dung dich dém xitrat-phosphat (pH = 3,0), dung dich dém axit axetic 200mM (pH =
3,0), dung dich dém axit axetic 200mM (pH = 5,5) hoic dung dich d¢m phosphat 200mM
(pH = 8,0) d tron véi dung dich PNPG, 200uL dung dich phan tng dugc 1dy ra tir mdi
bng, va do do hip thu & bude séng 420nm (A420) va dinh lugng ndéng d6 PNP trong

dung dich phan tmg sau khi két thiic phan tmg enzym tir dudong chuin dugc dung truédc.

Céc két qua dinh Iuong ndng d6 PNP ciia mdi dung dich phan tmg va cac tri sd hoat
tinh twong déi (%) tinh theo trj s6 100% la hoat tinh phan giai PNPG ciia dung dich phan
g c6 ndng do PNP cao nhit dugc thé hién trén Bang 3. Trén Béang 3, ky hidu “3,0(A)”
thé hién két qua phan tich cia dung dich phén Ung, trong d6 dung dich dém (pH =
3,0)dugc st dung, trong khi d6 ky higu “3,0(B)” thé hién két qua phén tich ciia dung dich
phéan mg, trong d6 dung dich dém axit axetic 200 mM (pH = 3,0) dugc st dung. Nhu
duoc thé hién trén Bang 3, mdc du BGL theo séng ché da dugc kiém chung 1a ¢6 hoat
tinh phan giai PNPG & d6 pH ndm trong khoang tir 3,0 dén 5,5 va c6 hoat tinh phén giai
PNPG manh nhét & d6 pH = 3,0, nhung enzym nay khong cd hoat tinh phan giai PNPG &
d6 pH = 1,5 va hiu nhu khong c¢6 hoat tinh phan giai PNPG ¢ do pH = 8,0.
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Bang 3
D6 pH cia dung dich phan ting 1,5 3,0(A) | 3,0B) 5,5 8,0
Nong d5 PNP (uM) -0,30 | 221,57 | 203,10 | 209,00 | 3,14
Hoat tinh phéan tng (%) -0,1 100,0 91,7 94,3 1,4

Kha néng tng dung trong cong nghi¢p

Enzym B-glucosidaza theo sang ché, polynucleotit ma hoa enzym nay, vecto bidu
hién chira polynucleotit nay, va thé bién nap chira vecto biéu hién nay c6 thé dwoc 4p

dung trong linh vire san xut ning luong tir nguyén liéu chira xenluloza.
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DANH MUC TRINH TU

<110> HONDA MOTOR CO., LTD.
<120> ENZYM B-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> H113210401
<160> 12
<170> PatentIn version 3.1
<210> 1
<211> 619
<212> PRT
<213> Acremonium cellulolyticus
<400> 1
Met Lys Ser Leu Ser Leu Leu Ala Ala Ala Val Ala Val Val Gln Ala
1 5 10 15
Gln Glu Val Tyr Ile Thr Thr Ser Gly Tyr Thr Ala Arg Pro Gln Cys
20 25 30
Thr Glu Pro Pro Ala Thr Pro Thr Tyr Arg Phe Gln Ser Phe Ser Tyr
35 40 45
Ala Ser Leu Asn Asp Thr Val Arg Tyr Ala Ile Ser Val Pro Ser Pro
50 55 60
Thr Thr Thr His Thr Tyr Gly Pro Ala Tyr Ser Glu Ala val Ala Lys
65 70 75 80
Leu Ser Thr Thr Leu Ser Thr Thr Thr Trp Gly Ser Trp Leu Pro Gly
85 90 95
Gln Thr Ile Ile Ser Ala Thr Asp Thr Ala Asp Lys Tyr Gly Gln Ala
100 105 110
Ala Trp Ser Ser Gln Trp Leu His Ala Ser Leu Ala Asn Tyr Thr Asp
115 120 125
Ile Gly Leu Tyr Thr Thr Thr Val Ser Pro Thr Pro Leu Pro Thr Ser
130 135 140
Glu Leu Val Leu Pro Pro Arg Asp Tyr Phe Gly Pro Thr Asp Cys Tyr
145 150 155 .160
Asn Phe Pro Glu Gly Phe Thr Phe Gly Val Ala Gly Ser Ala Ala Gln
165 170 175
Ile Glu Gly Ala Ile Gly Leu Glu Gly Arg Ala Pro Ser Ile Leu Glu
180 185 190
Lys Met Leu Pro Asp Thr Lys Pro Gln Asp Tyr Val Thr Asn Glu Asn
195 200 205
Tyr Tyr Leu Tyr Lys Gln Asp Ile Gln Arg Leu Ala Ser Ile Gly Val
210 215 220
Lys Tyr Tyr Ser Phe Ser Ile Ser Trp Gly Arg Ile Leu Pro Phe Thr
225 230 235 240
Val Pro Gly Ser Pro Val Asn Glu Gln Gly Ile Lys His Tyr Asn Asp
245 250 255
Leu Ile Asp Tyr Val Leu Glu Val Gly Met Val Pro Ile Val Thr Met
260 265 270
Leu His Phe Asp Thr Pro Leu Tyr Phe Ile Asn Ala Ser Ala Gly Tyr
275 280 285
Ala Val Pro Asp Ile Gly Tyr Gln Asn Gly Gly Tyr Trp Ser Glu Glu
290 295. 300
Phe Val Glu Ser Phe Val Asn Tyr Gly Lys Ile Leu Phe Thr His Phe
305 310 315 320
Ala Asp Arg Val Pro Phe Trp Val Thr Ile Asn Glu Pro Leu Leu Tyr
325 330 335
Ala Phe Asn Phe Thr Gly Leu Asp Asn Val Val His Ala His Ala Glu
340 345 350
Leu Tyr His Phe Tyr His Asp Thr Leu Asn Gly Thr Gly Lys Val Gly
355 360 365
Leu Lys Leu Asn Asp Asn Phe Gly Val Pro Lys Asn Pro Glu Asn Gln
370 375 380
Thr Glu Ile Asp Ala Ala Asn Arg Phe Asn Asp Met Gln Leu Gly Val
385 390 395 400
Phe Thr Tyr Pro Ile Cys Leu Gly Gln Gln Tyr Pro Lys Ser Ile Leu
405 410 415
Asp Thr Leu Pro Gly Ala Lys Pro Leu Ser Lys Lys Glu Leu Glu Tyr
420 425 430
Ile Ser His Thr Thr Asp Phe Ile Gly Ile Asp Ala Tyr Thr Ala Thr
435 440 445
Val Ile Ser Val Pro Ala Glu Gly Ile Glu Asn Cys Ala Lys Gln Asn
450 455 460
Met Thr Thr Asn Ser Leu Tyr Pro Tyr Cys Val Thr Gln Glu Thr Val
465 470 475 480
Asn Ala Tyr Gly Trp Asp Ile Gly Tyr Arg Ser Gln Ser Tyr Val Tyr
485 490 495
Ile Thr Pro Ile Tyr Leu Arg Thr Tyr Leu Ser Tyr Leu Trp Asn Thr
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500 505 510

Tyr Lys Thr Pro Leu Ile Leu Ser Glu Phe Gly Phe Pro Val

515 520 525

Glu Ser Thr Arg Asp Leu Val Asp Gln Leu Tyr Asp Ser Pro

530

535 540

Glu Tyr Tyr Leu Ser Phe Met Ser Glu Val Leu Lys Ser Ile

545

550 555 560

Asp Gly Val Asn Val Ile Gly Ala Ile Ala Trp Ser Phe Met

565 570 575

Trp Glu Phe Gly Asp Tyr Ala Gln Gln Phe Gly Met Gln Val

580 585 590

Arg Thr Thr Gln Glu Arg Trp Phe Lys Lys Ser Phe Phe Asp

595 600 605
Asp Phe Val Gly Ala Arg Asn Gly Leu Gly Tyr

610 615

<210> 2
<211> 1860
<212> ADN
<213> Acremonium cellulolyticus
<400> 2

atgaagtccc tctctctact agcagcggcc gttgctgtag tacaagccca
attacgactt ctggctacac agcgcgacca caatgcactg aacctccggce
taccgcttcec agtcgttctc atatgcatcg ctcaatgaca ctgttagata
gtcccttcee caacgactac ccacacctat ggaccagcat actccgaagc
ttatcaacga ccctctcaac tacgacatgg ggtagttggc taccaggtca
tctgcaacgg acacggccga caaatacggt caagccgcgt ggtcatcgcea
gcaagtttgg caaattatac cgatattggt ttgtacacca ctaccgtcag
ctgcctacta gtgaacttgt ccttccacca cgggactact ttggtccaac
aactttcctg agggattcac gtttggtgtt gccggatctg ctgctcagat
attgggcttg aaggtcgtgc gccgagtata cttgaaaaga tgttgccaga
caggattacg tgactaatga gaactattac ctgtataagc aggacattca
tcgattggcg tcaagtatta cagtttctcg atctcgtggg gccgtattct
gtacccggaa gtcctgttaa tgaacaaggc atcaagcatt acaacgatct
gttctggagg tcgggatggt gccaattgtg acgatgcttc atttcgatac
ttcatcaatg cgtctgctgg ttacgcagtg ccggatattg gataccagaa
tggagtgaag aatttgtcga gtcatttgtg aactacggca agattctctt
gcggaccgtg ttccgttctg ggtcacgatt aatgagcctc tgctgtatgce
acgggactgg acaatgttgt gcatgctcat gcggagttgt atcatttcta
ttgaatggaa ctggcaaagt gggattgaag ttgaatgata actttggcgt
cccgagaatc agaccgaaat cgatgccgcc aaccgtttca atgacatgeca
tttacatatc cgatttgtct cggacagcaa tatcccaaat ccatcctcga
ggtgccaagc cactcagcaa aaaagaattg gaatatatca gccataccac
ggcatcgacg cctacacagc caccgtcatc tcggtccctg ccgaaggcat
gccaaacaga acatgaccac caattcgttg tatccctact gtgtcactca
aacgcatatg gctgggacat cggctaccgc tcccaatcct acgtctacat
tacctccgga catacctttc ttatctctgg aacacctaca aaaccccget
gaattcgggt ttcccgtgta cgcagaatca acgcgcgatc tagtcgacca
tcccecccgaa gtgaatatta tttatcgttt atgtctgagg tactcaaatc
gacggagtaa atgtgattgg ggcgattgcg tggagtttta tggataattg
gattatgcgc agcagtttgg gatgcaggtt gtcaatcgga cgacgcagga
aagaagagtt tctttgacat tgtggatttt gtgggagcga ggaatgggtt

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

3
30

ADN

Trinh ty nhdn tao

M6 td trinh ty nhan tao: Doan mdi.

3

tcctccaagt tacccatgaa gtccctctcet

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

4
30

ADN

Trinh ty nhé&n tao

Mé ta trinh tu nhén tao: Poan mdi.

4

cgcttcgtcg acccctcaat aacccaaccc

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

5
32

ADN

Trinh ty nhén tao

M6 ta trinh ty nhén tao: Poan mdi.

5

atgctcggga gctttggatt tcctacgtct tc

<210>
<211>
<212>

6
33
ADN
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Tyr Ala
Arg Ser
Trp Glu
Asp Asn
Val Asn

Ile Val

agaagtgtac
tacgccaacc
tgccatctca
agtagcaaaa
gaccatcatt
atggctacat
tcctacgeca
cgattgctat
cgaaggtgcc
tacaaagccg
gcgcttggeca
accgtttaca
gattgactat
tccattgtat
tgggggttac
tacgcatttt
gtttaatttt
tcatgatacc
gcctaagaac
gctcggegte
tactcttcca
cgacttcatc
cgaaaactgc
agaaaccgta
cacacccatc
catcctcage
actgtacgac
gatatgggaa
ggagtttggg
gaggtggttt
gggttattga

30

30

32

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
1620
1680
1740
1800
1860
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<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> M6 ta trinh tu nhédn tao: Doan mdi.

<400> 6
atgcatatgt cgagagtgtt gtgtgggtca acg
<210> 7

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

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

<400> 7
atggtcgacg aagcgtaaca ggatagccta gac

<210> 8

<211> 33

<212> BADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> M® ta trinh tu nhén tao: Doan mdi.
<400> 8

atgcccgaga gtaacccatt cccggttctce tag

<210> 9

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Poan mdi.
<400> 9

atggctagca gatctcgcgg cagggttgac

<210>
<211>

10
40
ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Poan mdi.
<400> 10

atggtcgacc ccgggtaact tggaggacgg aagaaaagag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223> Xenlobiohydrolazal
<400> 11
Met Ser Ala Leu
1 5
Gly Ser Leu Leu
20
Ala Glu Thr
35
Ser Cys Thr
50
Trp Val
65
Trp Asn

11

529

PRT

Acremonium cellulolyticus

Phe Asn Met
10

Ala Gly Ala
25

Ser

Asn Ser Tyr Lys

Ala Thr Gln Gln
Thr
45

Leu

Leu Ser
40

Gly

His Pro Ser Trp

Thr Ala Ile Thr

60
Asn

Ser
55
Asn

Asn

Val
70
Ile

His Gly Thr Thr
75
Thr Asp Ala
90
Ser Gly Thr
105

Phe

Ser Cys
Ala
85
Asp Gly
100
Gly Asn Ser Leu
115
Arg Thr Tyr
130
Asn

Ser Cys Asp Ser

Ala Leu Ala Asp Tyr Tyr

Asn val Thr Gly
120
Asp

Arg Leu

Met Ala
135
Thr Phe

Leu Asn Thr His Tyr
140
Val Asp Val
155
Phe Val Thr Met

170

Gln Glu Phe Thr
150
Gly Ala Leu Tyr
165
Lys Tyr Pro Asn Asn Lys Ala
180 185
Cys Asp Ser Gln Cys Pro Arg Asp
195 200
Ala Asn Val Glu Gly Trp Thr Pro Ser
210 215
Ile Gly Asn His Gly Ala Cys Cys Ala

225 230

Leu
145
Gly

Leu Asn

Val Ser Gly Ala

Tyr Leu Lys
Ser Asn
220
Glu Leu

235

125

205

Ser Ala Leu
15

Ile Gly Thr

30

Cys Lys Ser

Asp Ala Asn

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

Gln Ile Phe

Ser His Leu
160
Asp Ala Asp
175
Gln Tyr Gly
190
Phe Ile RAla

Asn Ala Asn

Asp Ile Trp
240
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Ile
Tyr
Gly
Trp
Asn
Asp
Thr
Gly
Asp
Pro
Gly
Val
Gly
Thr

Glu

Leu
Thr
Gly
Arg
Thr
Cys
Ser
Ser
Leu
Cys
Gly
Gly
Gln
Gly

Ala

33

33

33

30

40



Asn Ser Ile Ser Glu Ala
245
Leu Ser Val Cys Thr Thr
260
Arg Tyr Ala Gly Thr Cys
275
Arg Leu Gly Val Thr Asp
290 295
Lys Pro Phe 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
Glu Ala Gly Met Val
390
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

Thr
305
Ser

Val
val
Thr

Met
385
Val

Lys

His
val
Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223> Endoglucanaza
<400> 12

Met Lys Leu Thr Phe
1 5
Gln Ser Leu Cys

20

12
226
PRT

Leu

Ser Gln

23498

Leu Thr Pro
250

Asp Ala Cys

265

Pro Asp

His Pro Cys

Gly Gly Thr
270
Gly Cys Asp
285
Ser Gly Lys
300
Thr Gln Phe Val
315
Ile Arg Arg Tyr
330
Ser Ser Lys Ile Ser
345
Ala Ala Glu Ile
355
Gly Gly Leu Thr Asn
380
Val Met Ser Leu Trp
395
Ser Thr Tyr Pro Thr
410
Thr Cys
425
Gly Ser

Asp
280
Phe Tyr Gly

val Thr

Glu Tyr
Gly
350
Cys Ser
360
His

Leu
Asp
Ala Thr Thr

430
val

Gly

Ser
440
Asn

Ser Tyr
445

Phe Ser Gly

460
Ala 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

Ser Thr
Thr
Ser

Gly

Acremonium cellulolyticus

Leu Asn Leu Ala Val
10
Tyr Ser Ser Tyr Thr
25

Ala

Ser
30

Asp
255
Tyr
Phe
Thr
Asn
vVal
335
Ile
Thr
Met
Asp
Asn
415
Ser
Thr
Gly
Thr
Gly
495

Pro

Tyr

Ala

15

Gly

Thr
Ser
Asn
val
Asp
320
Gln
Ser
Phe
Ala
Asp
400
Ala
Gly
Phe
Ser
Thr
480
val

Thr

Ser

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

Leu Trp Gly

40
Ile Ser
55

Gly Ser

Ser

Gly
70
Leu Thr Lys

Gln Trp Ser

Leu Phe Thr

Glu Ser Ser Gly
45

Ser Ser Gly Val

60
Thr Ser Val Lys
75
Lys Leu Val Ser
90

Tyr Ser Asn Thr

105

Ala Ala Asp Ile

Ser Gly Ser

Ser Trp Ser
Ser Tyr Ala
80
Asn Leu Gln
95
Asn Ile Val
110

Asn His Vval

115
Ser Gly Asp Tyr
130
Gln Pro Leu Gly Ser
145 150
Trp Gln Leu Trp Tyr Gly
165
Val Ala Ser Ser Gln Thr
180
Phe Lys Tyr Leu Gln Ser
195
Leu Ile Asp Leu Gln Phe
210 215
Thr Leu
225

Glu Leu
135
Gln

120
Met

125
Ile Trp Leu Gly Lys
140
Gly Thr Ala Asn Val
155
Asn Gly Ser Gln Lys
170
Ser Trp Asn Gly Asp
185 190
Asn Gln Gly Phe Pro Ala
200 205
Gly Thr Glu Pro Phe Thr
220

Ile

val

Thr

Tyr
Gly
Thr
175

Ile

Ser

Gly
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Gly
Gly
160

Tyr

Leu

Pro
Ser
Pro
Asp
Gly
Asn
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

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

Cys

Ser
Cys
Thr
Ser
Ile
Asp
Tyr

Ala
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YEU CAU BAO HQ
1. Enzym p-glucosidaza chira mién xuc tic ciia 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 nim trong khoang tir 3,0 dén 5,5 va nhiét d6 ndm trong khoang tir 30°C dén 75°C va

sir dung co chét 13 p-nitrophenyl p-D-glucopyranosit.

3. Polynucleotit chira ving ma héa mién xtc tac cia B-glucosidaza bao gdm trinh tir bazo

ma hoa 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 ning

biéu hién polypeptit c6 hoat tinh p-glucosidaza & té bao vét chu.

5. Thé bién nap, trong d6 thé bién nap nay chira vecto biéu hién theo diém 4.
~ 6. Thé bién nap theo diém 5, trong d6 thé bién nap nay 12 sinh vt nhan that.
7. Thé bién nap theo diém 5, trong d6 thé bién nap nay 1a nim soi.

8. Phuong phép san xuit enzym B-glucosidaza theo diém 1 hodc 2 bao gdm budc tao ra
polypeptit c6 hoat tinh B-glucosidaza trong thé bién nap theo diém bét k¥ trong sb cac
diém tir 5 dén 7.

9. Hon hop xenlulaza chira B-glucosidaza theo diém 1 hoic 2.

10. Phuong phép san xut san phim phén giai xenluloza bao gbm budc tao ra san pham
phan giai xenluloza bang cach 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 bude cho nguyén

liéu chira xenluloza ti€p xtc véi it nhat mét loai hemixenlulaza.
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