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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 chira trinh ty axit amin c6 do tuong d(‘)ng Vo1 trinh ty axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.1 bang 92% hoic cao hon, va c6 hoat tinh p- -glucosidaza. Sang ché
cling dé cap dén polynucleotit md hoa B-glucosidaza nay, vecto bleu hién B-glucosidaza
nay, thé bién nap chta vecto biéu hién ndy, phuong phap san Xuat enzym [-glucosidaza
ndy, hon hop xenlulaza chira enzym nay va phwong phap san Xudt san pham phan giai

xenluloza bang p-glucosidaza nay.
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Linh vue ky thuit dwge dé cap

Séng ché d& cap dén enzym B-glucosidaza thu dugce tir ndm sgi Acremonium
cellulolyticus. Cu thé hon, sang ché @& cap dén B-glucosidaza thé hé méi, polynucleotit
mi héa B-glucosidaza nay, vecto biéu hién B-glucosidaza nay, thé bién nap chira vecto
biéu hién nay, va phuong phap san xuét san phim phén giai xenluloza biang p-glucosidaza
nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sdng ché

Gan day, viéc phat trién cac ngudn ning luong thay thé diu mé 1a vén dé rat quan
trong, do cdc quan ngai lién quan dén viéc cung cip ning lugng cho céc thiét bi van tai,
nhu su ting gia dau va nguy co can kiét dau khi trong turong lai gin, cling nhu céc van dé
vé moi truong nhu tréi dit néng 1én va 6 nhiém bau khi quyén. Sinh khéi thuc vét hogc
lignoxenluloza, 12 ngudn ning luong tai tao phong pha nhét trén trai dat, duoc mong doi
1 ngudn nang lrong thay thé cho diu mé. Cac thanh phan chinh trong phan kho cua sinh
khdi nay bao gbm céc polysacarit nhu xenluloza, hemixenluloza, va lignin. Vi du, céac
polysacarit dugc st dung lam nhién liéu sinh hoé hodc nguyén liéu hoa hoc thd, sau khi
duoc thuy phén thanh cdc monosacarit nhu glucoza hodc xyloza bdi cac glycosit

hydrolaza c6 tén chung 1a cic enzym xenlulaza.

Do d6, trong linh vuc nidng lugng sinh hoc, rit can phat trién nhiéu enzym
xenlulaza c¢6 hoat tinh manh dé thyuc hién mot cach hidu qua qua trinh thuy phan enzym

sinh khoi chira xenluloza.

Lignoxenluloza 13 hop chit c6 cdu tric rat phirc tap, nén rat khé c6 thé phén giai
dugc bang moét enzym phan giai xenluloza duy nhét. Qua trinh phén gidi lignoxenluloza
thanh duong cdn it nhit ba loai enzym: endoglucanaza (xenlulaza hoic
endo-1,4-B-D-glucanaza, mi s6 EC 3.2.1.4) phén cit mot cach nglu nhién & cac vi tri bén
trong mach xenluloza, xenlobiohydrolaza (1,4-p-xenlobiosidaza hodc xenlobiohydrolaza,

mi s6 EC 3.2.1.91) déng vai trd nhu mot exo-xenlulaza phén cit & cac déu khir hodc céc
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diu khdéng khir cia mach xenluloza va giai phéng san phdm chinh xenlobioza, va
B-glucosidaza (ma s6 EC 3.2.121) thuy phan xenlobioza thanh glucoza. Ngoai ra, cin ¢6
hdn hop thich hop chira nhidu enzym bao gdm xylanaza (endo-1,4-B-xylanaza, ma s6 EC

3.2.1.8) 1a hemixenlulaza va cic enzym phén giai thanh t& bao thuc vat khac.

Hién nay, d phan lap dugc ching nim sqi Acremonium cellulolyticus san sinh
xenlulaza thity phén ¢6 hoat luc cao, va hai gen ma héa xenlobiohydrolaza, 3 gen mi hoa
B-glucosidaza va 7 gen ma hoa endoglucanaza (xem, Tai liéu Patent 1). Endoglucanaza 1a
mdt trong sb cac glycosit hydrolaza tham gia vao qué trinh sén sinh monosacarit bing

cach phéan cit ngau nhién va phan gii xenluloza hoic lignoxenluloza nhu hemixenluloza.
Tai liéu vién dan
Tai liéu Patent 1: Pon Cong bd Patent chua thdm dinh Nhat Ban, s6 2010-148427.
Ban chét k§ thuit ciia sing ché

Muc dich ciia sang ché 1a d& cap dén enzym B-glucosidaza thu dugc tir nAm sgi
Acremonium cellulolyticus, polynucleotit md hoéa B-glucosidaza nay, vecto biéu hién
 B-glucosidaza nay, thé bién nap chtra vecto biéu hién nay, va phuong phép san xuét san

pham phan giai xenluloza bing B-glucosidaza nay.

Tir két qua nghién ctru phat trién enzym xenlulaza thé hé méi c6 hoat tinh manh,
céc tac gia séng ché di phan 1ap va xac dinh dugc gen m3 hoa xenlulaza thé hé méi tr
nam soi Acremonium cellulolyticus, nho d6 thuc hién dugc sang ché nay. Cu thé, sang

ché dé cdp dén céc phuong an sau:

1. Enzym p-glucosidaza chira mién xuc tic ctia B-glucosidaza bao gém: (A)
polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1; (B) polypeptit ¢6 hoat
tinh B-glucosidaza chira trinh tu axit amin thu dugc bing cach loai bd, thay thé hogc bd
sung tir 1 d&n 20 axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1; hodc ©)
polypeptit chira trinh tur axit amin c¢6 d6 twong ddng véi trinh tur axit amin nhu néu trong

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

2. Enzym B-glucosidaza theo phuong an 1, trong d6 enzym nay c6 hoat tinh
B-glucosidaza & d6 pH nam trong khoang tir 3,0 dén 5,5 va nhiét d6 nim trong khoang tur

30°C dén 60°C va str dung co chét 13 p-nitrophenyl B-D-glucopyranosit.
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3. Polynucleotit chtra ving ma héa mién xuc tic cia enzym B-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 chira trinh tir axit amin thu dugc bang 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 c¢6 hoat tinh B-glucosidaza; hodc (c) trinh tu bazo ma hda polypeptit
chita trinh tu axit amin c¢6 do tuong ddng véi trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID

NO.1 bing 92% hoic cao hon, va ¢6 hoat tinh B-glucosidaza.
4. Vecto biéu hién, trong d6 vecto nay chira polynucleotit theo phuong 4n 3, va ¢
kha nang biéu hién polypeptit c6 hoat tinh B-glucosidaza & t& bao vat chi.
5. Thé bién nap chtra vecto biéu hién theo phuong 4n 4.
6. Thé bién nap theo phuong 4n 5, trong d6 thé bién nap nay 12 sinh vat nhan that.
7. Thé bién nap theo phuong 4n 5, trong d6 thé bién nap nay 13 nim soi.
8. Phuong phép san xudt enzym B-glucosidaza bao gdém buéc tao ra polypeptit co6

hoat tinh B-glucosidaza trong thé bién nap theo phwong 4n bét k¥ trong sb cac phuong én
tir 5 dén 7.

9. Hon hop xenlulaza chita enzym PB-glucosidaza theo phuong 4n 1 hodc 2 hoidc
enzym B-glucosidaza thu dugc bang phwong phép theo phwong 4n 8, va it nhat mot loai

xenlulaza khac.

10. Phuong phép san xuét san phdm phan giai xenluloza bao gdm bude tao ra san
phdm phan giai xenluloza bang cach cho nguyén liéu chtra xenluloza tiép xac véi
B-glucosidaza theo phuong 4n 1 hogc 2 hodc B-glucosidaza thu dugc bang phuong phéap
theo phuong an 8.

11. Phuong phap theo phuong 4an 10, trong d6 phuong phap nay con bao gdm
budce cho nguyén lidu chira xenluloza tiép xtic v&i it nhit mot loai xenlulaza khac.

12. Phuong phép theo phuong 4n 10, trong d6 phuong phép niy con bao gbém
budc cho nguyén liéu chira xenluloza tiép xtic vdi 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 phwong phap niy con bao gdm
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budc cho nguyén lidu chira xenluloza tiép xtic véi xenlobiohydrolaza chira trinh ty axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.12, endoglucanaza chira trinh ty axit amin nhu néu trong

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

Enzym p-glucosidaza theo sang ché 13 enzym B-glucosidaza thé hé méi thu dugc
tir ndm soi Acremonium cellulolyticus. Do enzym nay c6 hoat tinh hydrolaza d6i véi
xenluloza, nén né dic biét hitu dung dé dung trong xtr Iy thuy phan sinh khéi chia

xenluloza.

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

sang ché.
Mo ta vin tit cac hinh vé

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

Fig.2 thé hién sic ky d6 HPLC ctia dich thiy phan thu duoc tir qud trinh x@ ly
than va 14 cdy ngd sau thu hoach bing ché phim enzym dugc md ta & vi du 1véi céc phan

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

Fig.3 thé hién sic ky dd HPLC ciia dung dich phan umg truéc va sau khi thuc
hién phan tmg enzym BGL dugc mb ta & vi du 1 bang cach str dung co chét 12 xenlobioza
v6i céc phan doan thu dugc & thoi gian luu ndm trong khoang tir 9 phut dén 15 pht.

Fig.4 thé hién sic ky dd HPLC cua dung dich phéan Ung trudc va sau khi thuc
hién phén (ing enzym BGL dugc md ta & vi du 1 bang cach sir dung co chét 1a xylobioza
v6i céc 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 tic gia sang ché da phan lap va x4c dinh dugc gen md hdéa enzym
B-glucosidaza thé hé méi tir ANDbs (ADN bd sung) dugc tong hop bang phan tmg phién
ma nguoc v6i khudn 1a ARNtt (ARN thong tin) phan lap dugc tir ndm sqi Acremonium
cellulolyticus, gen nay dugc viét tit 13 gen BGL, va enzym PB-glucosidaza dugec mi héa

bang gen nay dugc viét tit 1a enzym BGL. Trinh tu axit amin cia BGL dugc thé hién

-5-


LDT248
Textbox
các hình vẽ


23512

trong SEQ ID NO.1, va trinh ty bazo mad héa BGL (trinh tu bazo ciia ving mang mi di
truyén ciia gen BGL) dugc thé hién trong SEQ ID NO.2.

Nhin chung, & protein c6 mét sd hoat tinh sinh hoc, thi mot hodc hodc hai hodc
nhiéu axit amin c6 thé dugc loai bo, thay thé, hodc bd sung ma khong lam gidm hoat tinh
sinh hoc ctia protein ndy. Theo d6, & BGL mot hoac hai hodc nhiéu axit amin cling c6 thé

dugc loai bd, thay thé, hodc bd sung ma khong 1am gidm hoat tinh cta B-glucosidaza.

Theo khia canh thir nhit, sang ché dé cip dén enzym PB-glucosidaza chtra mién
xtc tic cla p-glucosidaza bao gdm mét trong sb cac polypeptit tir (A) dén (C) dugc chira
duéi day:

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

(B) polypeptit chira trinh tir axit amin thu dugc bang 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 p-glucosidaza; hodc

(C) polypeptit chira trinh tir axit amin ¢6 do tuong dong vé6i trinh tu axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.1 béng 92% hodc cao hon, va c6 hoat tinh B-glucosidaza.

Thuat ngit “loai bo axit amin trén polypeptit” dugc dung trong ban mo ta nay dé

chi su loai bé (hodc xda bd) doan axit amin chira polypeptit.

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

chi sy thay thé axit amin chira polypeptit bang mét axit amin khac.

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

chi su chén axit amin mdi vao polypeptit.

Tét hon néu, trong polypeptit & muc (B) sb lugng axit amin dugc loai bé, thay thé
hodc bd sung trén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 nim trong khodng tir 1
dén 20, t6t hon nita néu ndm trong khoang tir 1 dn 10 va con tdt hon nita néu ndm trong
khoang tir 1 dén 5. Khong c6 gi6i han cu thé vé vi tri clia céc axit amin duoc loai bo, thay
thé, hodc bd sung trén mdi trinh ty axit amin mién 1a polypeptit nay chira trinh tu axit
amin trong d6 c4c axit amin da dugc loai bé, thay thé, hodc bd sung van duy tri dirge hoat

tinh B-glucosidaza.

Khong c6 gidi han cu thé vé do trong ddng cua polypeptit & muc (C) véi trinh tu
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axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 mién 1a polypeptit ndy cé do tuong ddng v6i trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.1 bang 92% hodc cao hon va nhé hon 100%, tdt hon néu
bing 95% hoic cao hon va nhd hon 100% va tét hon nita néu bing 98% hoic cao hon va

nhé hon 100%.

D6 tuong ddng trinh tur (d6 turong dong) gifta hai trinh tr axit amin duoc xac dinh
nhu sau: hai trinh tyr axit amin nay dugc dat canh nhau véi cac khoang tréng & mot sb vi
tri tinh todn dé chén va loai bé sao cho sb luong cac axit amin gidng nhau 16n nhit c6 thé
tring khép, va do twong dong trinh tu dugc tinh 13 ty 16 phan trim ctia c4c axit amin
tring khép so véi toan b cic trinh tu axit amin, khong bao gdm cac khoang tréng, theo
cach sip xép thu duge. Do tuong ddng trinh ty giita c4c trinh ty axit amin c6 thé dugc
xéc dinh bing cc phdn mém tra ctru d6 twong ddng da biét trong linh vue nay. Bg tuong
déng cua céc trinh tu axit amin theo sang ché dugc xac dinh dya trén sur sép Xép thu duoc

tir chitc nang tring khép tdi da ctia phdn mém tra ctru do tuong ddng, Genetyx Ver. 11.0.

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

thé tuong ddng ctia BGL, hoic doan protein cta no.

Cac polypeptit & cac muc tir (A) dén (C) c6 thé duqc téng hgp tuong ting bing
phuong phap héa hoc dya trén trinh ty axit amin nay, hodc cling c6 thé duoc tdng hop
bang hé théng biéu hién protein bing 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 téng hop nhén tao dva trén polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ

ID NO.1, bang cach sir dung k§ thuét tai td hop gen dé chén céc dot bién axit amin vao.

Co chét ctia enzym B-glucosidaza theo sang ché 14 glucan chira lién két B-glucosit.
Vi du vé co chit cua B-glucosidaza theo sang ché bao gdém xenluloza tinh thé,
carboxymetyl xenluloza (CMC), glucan chira lién két B-1,4 glucosit nhu xenlobioza,
glucan chira lién két p-1,3 glycosit va lién két B-1,4 glucosit, va glucan chua lién két
B-1,6 glucosit nhu gentiobioza.

Enzym B-glucosidaza theo sang ché c6 hoat tinh B-glucosidaza & nhiét d6 nim
trong khoang 30°C dén 60°C. Tét hon néu, enzym nay c6 hoat tinh B-glucosidaza & nhiét
do nim trong khoang tir 20°C dén 60°C, tét hon nita néu enzym nay c6 hoat tinh

B-glucosidaza & nhiét d6 nim trong khoang tir 20°C dén 80°C. Tét hon néu
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B-glucosidaza theo sang ché c6 hoat tinh B-glucosidaza & nhiét do t6i vu nim trong
khoang tlr 25°C dén 70°C, tét hon nita néu & nhiét do tdi vu ndm trong khoang tir 40°C
dén 70°C, con tét hon nita néu & nhiét do t6i wu ndm trong khoang tir 45°C dén 70°C, va

van con t6t hon nita néu & nhiét d6 ti wu ndm trong khoang tir 55°C dén 65°C.

Thuét ngit “hoat tinh B-glucosidaza” dugc dung trong ban mé ta nay dé chi hoat
tinh sir dung co chit 14 glucan chta lién két B-glycosit va tao ra monosacarit bing cach

thiy phan co chét nay.

Maic du thay dbi phu thudc vao nhiét d¢ phan Ung, nhung d6 pH t8i wu cla
B-glucosidaza theo sing ché nam trong khoang tir 2,0 dén 6.0, t6t hon néu nim trong
khoéng tir 2,5 dén 5.0, tdt hon nita néu ndm trong khoang tir 2,5 dén 4,5, va con tt hon
nita néu nam trong khoang tir 2,5 dén 4,0. Tt hon néﬁ, B-glucosidaza theo sang ché ¢
hoat tinh B-glucosidaza & dd pH it nhat ndm trong khoang tir 3,0 dén 5,5, t5t hon néu & do
pH nam trong khoang tir 2,5 dén 6,0, va tdt hon nita néu & do pH nim trong khoang tir

2,0 dén 6,0.

Ngoai ra, enzym B-glucosidaza theo sang ché con c6 hoat tinh B-glucosidaza trong
moi trudng axit. Vi du, khi sit dung co chit 1a PNPG, thi hoat tinh B-glucosidaza cua
B-glucosidaza theo sang ché trong méi trudng c6 dd pH = 3,0 manh hon trong moi truong
c6 @6 pH = 5,5. Tét hon néu, enzym B-glucosidaza theo sang ché ¢6 hoat tinh phan giai
PNPG & d6 pH ndm trong khoang tir 3,0 dén 5,5 va nhiét do nim trong khodng tir 30°C
dén 60°C, t6t hon néu & do pH nim trong khoang tir 2,5 dén 5,5 va nhiét do ndm trong
khoang tir 30°C dén 60°C, va con tbt hon nita néu & do pH nim trong khoang tir pH 2,5
dén 5,5 va nhiét d6 nam trong khoéng tir 30°C dén 75°C.

Enzym B-glucosidaza theo sing ché ciing c6 thé c6 hoat tinh thuy phén xenluloza
khac v6i hoat tinh B-glucosidaza. Vi du vé cac hoat tinh thity phan xenluloza khac cta
B-glucosidaza theo sing ché bao gdm hoat tinh xenlobiohydrolaza, hoat tinh

endoglucanaza va hoat tinh xylanaza.

Enzym B-glucosidaza theo sing ché c6 thé chi cha mién xuc tdc cua
B-glucosidaza bao gdm mot polypeptit bit ky trong sb céc polypeptit & cac muc tir (A)
dén (C) néu trén, hodc ciing c6 thé chira cac viing khéc. Vi du vé cac ving khac nay bao

gdm cac vung khdc v6i mién xtc tac da biét cua B-glucosidaza. Vi dy, B-glucosidaza theo
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sang ché ciing c6 thé thu duge bang cach thay thé mién xuc tic da biét cua bang

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

Enzym B-glucosidaza theo sang ché ciing c6 thé chura peptit tin hiéu c6 kha nang
véan chuyén né dén ving dic hiéu dé khu trt & bén trong t€ bao, hodc peptit tin hiéu dé
bai tiét ra ngoai té bao, vi du, & dau tdn cung N hodc dau tdn cung C ctia nd. Vi du vé céc
peptit tin hiéu nay bao gbém peptit tin hiéu mang ludi ndi chét, peptit tin hiéu van chuyén
nhan va peptit tin hiéu bai tiét. Viéc bd sung peptit tin hiéu vao dau tan cing N hoidc dau
tin cung C cia B-glucosidaza néu trén cho phép né duge biéu hién trong thé bién nap dé
duogc bai tiét & bén ngoai té bao hodc ndm trong mang 1u6i ndi chét hodc cac vi tri khac

trong té bao.

Khong c6 gi6i han cu thé v& peptit tin hiéu mang ludi ndi chit mién 1a peptit nay
¢6 kha ndng gitt polypeptit bén trong mang ludi ndi chét, va peptit tin hiéu mang ludi ndi
chét da biét c6 thé duoc sir dung thich hop. Vi du v& peptit tin hiéu mang luéi ndi chét

bao gdm peptit tin hiéu chira trinh ty axit amin HDEL, hodc céc peptit tuong tu.

Ngoai ra, céc trinh ty ddnh d4u khac nhau ¢6 thé dugc bd sung vao diu tan cung N
hodc dau tan ciing C cia B-glucosidaza theo sang ché, @ c6 thé tinh ché d& dang va thuan
tién sau khi san xuit enzym nay béng hé théng biéu hién. Vi du v& céc trinh tu danh diu
bao gdm céc trinh tu thudng duge sir dung dé biu hién hoic tinh ché protein tai t6 hop,
nhu trinh tw danh déu His, trinh tu danh ddu HA (hemagglutinin), trinh tw dénh ddu Myc
hoic trinh tu d4nh d4u Flag.

Ngoe‘ﬁ ra, B-glucosidaza theo sang ché ciing c6 thé chira cac vung chire nang khac
mién 1a hoat tinh B-glucosidaza thu dugc tir cac polypeptit & cac muc tir (A) dn (C) néu
trén khong bi suy giam. Vi du vé cic ving chirc ning khic bao gém ving gin két
xenluloza. Vi du vé ving gin két xenluloza bao gbm ving gin két xenluloza duogc gitr

béi protein da biét hodic ving gin két xenluloza da duogc cai bién thich hop.

Khi B-glucosidaza theo sang ché chira ving chirc ning khac véi mién xic tac clia
B-glucosidaza, viing nay c6 thé nim & phia trude (du tan cting N) hoic & phia sau (d4u
tan cting C) so véi mién xuc tic cta B-glucosidaza. Ngoai ra, ving chirc nang khac va
mién xuc tac cia B-glucosidaza c6 thé dugc lién két truc tiép hodc thong qua mbi lién két

c6 chiéu dai thich hop.
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Polynucleotit ma héa enzym B-glucosidaza theo sang ché

Theo khia canh th@ hai, sing ché d cip dn polynucleotit ma hoa enzym
B-glucosidaza theo khia canh thir nhit. Enzym B-glucosidaza nay c6 thé duge tao ra bing

hé théng biéu hién 12 vat chu duoc chén vecto biéu hién chia polynucleotit nay.

Cu thé hon, sang ché dé cap dén polynucleotit chira viing mi héa mién xdc tic cla
enzym B-glucosidaza bao gdm mot trinh tur bazo bét k¥ trong sb cac trinh tu bazo tir (a)
dén (d) sau:

(a) trinh ty bazo m4 hoa polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.1;

(b) trinh tu bazo ma hoéa polypeptit chira trinh tir axit amin thu dugc 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 ¢6 hoat tinh B-glucosidaza; hoéc

(¢) trinh ty bazo ma héa polypeptit chira trinh ty axit amin c6 d6 twong dong véi
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 bang 92% hoic cao hon, va ¢6 hoat tinh

B-glucosidaza.

Do tuong dong gitra hai trinh trr bazo dugc x4ac dinh nhu sau: hai trinh tu bazo nay
.nay dugc dat canh nhau véi cac khoang tréng & mét sb vi tri tinh toan dé chén va loai bd
sao cho sb lugng cac bazo giéng nhau 16n nhét c6 thé tring khép, va do turong dong trinh
tu dugc tinh 14 ty 16 phan trim cla cac bazo tring khép so véi toan bd cac trinh tu bazo,
khéng bao gdm cac khoang tréng, theo cich sip xép thu dugc. D tuong dong gitra cac
trinh tu bazo ¢ thé dugc xac dinh bang cdc phin mém tra cau do trong dong da biét
trong linh vire ndy. Do twong dong gitta céc trinh tu bazo theo séng ché duoc xac dinh
duwa trén sy sap xép thu duoc tir chirc ning tring khép t6i da ciia phin mém tra ciru do
tuong dong, Genetyx Ver. 11.0.

Thuat ngir “céc diéu kién nghiém ngat” dugce dung trong ban mo6 ta dé chi, vi du,
phuong phép thir nghiém dugc mo ta trong tai liu: NATURE PROTOCOL (VOL. 1, No,
2, p. 518 to 525, céng bd truc tuyén: 27/06/2006, doi:10.1038/nprot.2006.73). Vi du vé
cac diéu kién nay bao gém cac diéu kién dé thuc hién qua trinh lai héa béng cach nudi

cAy trong vai gior dén qua dém & nhiét d6 nim trong khoang tir 40°C dén 65°C trong dung
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dich dém lai héa SSC 6x (Thanh phén cua dung dich SSC 20x: natri clorua 3M, dung
dich axit xitric 0,3M), dung dich Denhardt 5x (Thanh phén cua dung dich Denhardt
100x: 2% khdi lugng albumin huyét thanh bo, 2% khébi lugng ficoll, 2% khéi luong
polyvinylpyrolidon), dung dich SDS 0,5% khdi lugng, vA ADN tinh tring cé hdi
0,Img/mL.

Trong cac trinh tu bazo theo cic muc tir (a) dén (c) néu trén, tt hon néu bd ba
phan giai c6 tin sudt sir dung cao & vat chi dugce chon 1am b ba phéan giai. Vi dy, trinh
tur bazo theo muc (a) néu trén c6 thé 13 trinh ty bazo nhu néu trong SEQ ID NO.2 hoic
trinh tu bazo da dugc cai bién béng bd ba c6 tan sudt sir dung cao & vat chi khong lam
bién ddi trinh tyr axit amin duge ma héa (SEQ ID NO.1). Céc bd ba nay c6 thé duge bién
ddi bang k§ thuat tai t5 hop gen da biét.

Polynucleotit ¢6 trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.2 ¢6 thé duoc téng hop
héa hoc dua trén thong tin trinh tu bazo, hoic c6 thé 1a vung chira mién xuc tic cua
B-glucosidaza trong gen BGL clia ndm sqi Acremonium cellulolyticus tix tu nhién dugc
téng hop bang ky thuat tai td hop gen. Toan bd gen BGL hoic ving chita mién xtc tac
ctia B-glucosidaza trong gen BGL c6 thé dugc tdng hop, vi du, bang céch thu thap miu
chira Acremonium cellulolyticus tir ty nhién, sit dung khudn 12 ADN bb sung duoc tdng
hop bing phan tng phién ma nguge tir khudn 14 ARNtt thu duoc tir mAu nAm s¢i néu trén,
va thuc hién phan tmg PCR bing céch sit dung mdi xudi va mdi ngugc duoc thiét ké theo

céc phuong phap di biét dva trén trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.2.

Vi duy, céc polynucleotit c6 cac trinh tu bazo theo muc (b), (c) hoac (d) néu trén co
thé dugc téng hop nhén tao béng cach loai bo, thay thé hoic bd sung mot hodc hai hodc

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

Thuét ngit “loai bo bazo trén polynucleotit” dugc dung trong ban mo ta dé chi sy

loai bo (hodc xda bo) doan nucleotit chira polypeptide.

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

thay thé bazo chira polynucleotit bang mét bazo khac.

Thuét ngir “bd sung bazo trén polynucleotit” dugc ding trong ban mé ta dé chi

su chén bazo méi vao polynucleotit.
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Polynucleotit theo sang ché c6 thé chi chira ving ma héa mién xuc téc clia enzym
B-glucosidaza, hodc ngoai ving ma héa mién xuc tac cia B-glucosidaza, polynucleotit
theo sang che cling c6 thé chira ving ma héa mot ving chitc nang khac nhu ving gan két

xenluloza, médi lién két, cac peptit tin hiéu, ho#ic cic trinh tu danh diu khac nhau.
Vecto biéu hién theo sang ché

Theo khia canh thtr ba, sang ché d& cép dén vecto biéu hién chia polynucleotit
theo khia canh thtr hai cta sang ché, va c6 kha ning biéu hién polypeptit cé hoat tinh
B-glucosidaza & té bao vat chi. Theo d6, vecto bidu hién nay la vecto trong dé
polynucleotit theo sang ché duoc két hop vao & trang thai c6 kha ning biéu hién

B-glucosidaza néu trén.

Thuét ngit “vecto biéu hién” duge ding trong ban mé ta dé chi vecto chira ADN
c6 ving khéi ddu, ADN c6 trinh tu d& két hop ADN khéc loai va ADN ¢6 ving két thiic

bat dau tir doan trinh ty nim phia trude.

Cu thé hon, catxet biéu hién chira ADN c6 vung khéi dau, polynucleotit theo sang
ché, va ADN c6 ving két thuc cin dé két hop vao vecto bidu hién nay bat dau tr doan
trinh trr ndm phia sau. Polynucleotit theo sang ché c6 thé duogc két hop vio vecto biéu
hién nay bang cic ky thuat tai t& hop gen da biét. Kit téng hop vecto biéu hién c¢6 ban
trén thi truong ciing c6 thé dugc st dung dé két hop polynucleotit theo sang ché vao

vecto bi€u hién nay.

Vecto biéu hién nay cé thé dugc bién nap vao sinh vat nhan so nhu Escherichia
coli hodc co thé duge bién nap vao sinh vat nhan that nhu nidm men, nAm soi, té bao con
trung da nudi céy, té bao dong vat ¢6 vl da nudi céy hodc té bao thuc vat. Cac vecto biéu
hién tiy y thudng duoc sir dung cho mdi vat chi ¢é thé duoc sir dung cho cac vecto biéu
hién nay.

T6t hon néu, vecto biéu hién theo sang ché duoc bién nap vao sinh vat nhan so
hoic vecto biéu hién duoc bién nap vao sinh vat nhan that nhu ndm men hoidc nim soi,
tbt hon nita néu vecto biéu hién theo séng ché dugc bién nap vao sinh vat nhan thit, con
t5t hon nita néu vecto biéu hién theo sang ché duoc bién nap vao nim s¢i, va van tét hon
nita néu vecto biéu hién theo sang ché dugc bién nap vao nam Aspergillus. Viéc st dung

hé thong biéu hién & sinh vat nhan so hodc sinh vét nhén that c6 thé d& dang tao ra
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B-glucosidaza theo sang ché v&i nang suit cao. Ngoai ra, do enzym B-glucosidaza chira
trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 von ¢6 sin trong nim sgi Acremonium
cellulolyticus, nén nd c6 thé dugc téng hop véi cac dic tinh gibng hét nhu cia
B-glucosidaza tur nhién bang cich biéu hién B-glucosidaza bing hé théng biéu hién cua

cac sinh vat nhan that nhu nam soi.

Tét hon néu, ngoai polynucleotit theo khia canh thit hai, vecto biéu hién theo sang
ché ciing chira gen khang thubc. Do diéu nay s& gitip cho d& dang sang loc sinh vat chu
da dugc bién nap vecto biéu hién va sinh vat chd chua dugc bién nap. Vi du v& cac gen
khang thubc bao gdm gen khang ampicilin, gen khang kanamycin, gen khang

hygromycin, hoic c4c gen khang thudc tuong tu.
Thé bién nap theo sang ché

Theo khia canh thtt tur, sing ché @& cap dén thé bién nap chtra vecto biéu hién theo
khia canh th&t ba. Enzym B-glucosidaza theo sang ché c6 thé dwoc biéu hién trong thé
bién nap nay. Enzym B-glucosidaza theo sang ché c6 thé duoc bidu hién & nhidu vat chu

nhu Escherichia coli, nam men, nam sgi hoac luc lap cda thuc vat bac cao.

Khong c6 giéi han cu thé v& phuong phap duoc sir dung d tao ra thé bién nap
bang cach st dung vecto biéu hién, va qu4 trinh téng hop c6 thé dugc thuc hién theo
phuong phap thong thuong dugc st dung dé tao ra thé bién nap. Vi du vé cac phuong
phép nday bao gdm phuong phap PEG (polyetylen glycol)-canxi, phuong phép
Agrobacterium, phuong phép sung gen, phuong phap dién di, va cac phuong phép twong
tu. Trong s6 d6, khi vat cha 1 nim soi, thi phuong phap PEG-canxi hbac phuong phép

Agrobacterium dugc uu tién.

Khi vat chu 13 sinh vt nhan so, ndm men, nim soi, t& bao con trung da nudi céy
hoic té bao dong vat c6 v da nudi Céy va céc té bao tuong tu, thi thé bién nap thu duogc
theo sang ché c6 thé dugc nudi ciy bang cac phuong phép tuong tu dugc sit dung dé nudi
cAy vat chil nay trude khi bién nap.

Tbt hon néu, sinh vat nhén that nhu ndm men, nim soi, t& bao coén trung da nudi
céy hodc té bao déng vat c6 vu da nudi céiy va cac té bao twong tu dugc sir dung lam vét
chti chira vecto bidu hién. Do céc dot bién glycosyl hoa dugc thuc hién trén cac protein &

sinh vat nhan thit, nén viéc st dung thé bién nap la sinh v4t nhan thit c6 thé tao ra
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B-glucosidaza c6 do 6n dinh nhiét cao hon so véi viéc st dung thé bién nap 1a sinh vat
nhén so. Dic biét, khi thé bién nap 12 nam so¢i nhu 1a Aspergillus va sinh vat nhan that
nhu ndm soi hodc ndm men, thi c6 thé dé& dang tao ra dugc B-glucosidaza c¢6 d6 6n dinh

nhiét cao va nang suat 16n.

Trong thé bién nap theo sing ché, cat-xet dé biéu hién B-glucosidaza theo sang ché
thu duoc tir vecto biéu hién theo khia canh tht ba c6 thé duoc két hop vao bo gen hoic

c6 thé ndm doc 1ap & bén ngoai bd gen.
Phurong phép san xudt enzym B-glucosidaza theo sang ché

Theo khia canh tht nim, sang ché d& cép dén phuong phép san xuit enzym
B-glucosidaza trong thé bién nap néu trén. Enzym B-glucosidaza theo sang ché co thé
duoc biéu hién bn dinh trong thé bién nap dugc tao ra béng cach str dung vecto biéu hién
trong d6 polynucleotit theo khia canh thtr hai dugc két hop vio & phia sau ving khéi dau
khong c6 kha ning kiém soat tin xuét biéu hién va céc yéu t6 tuong tu. Mt khac, bing
céch thyc hién qua trinh xit Iy cam tmg thich hop trén thé bién nap d3 tao ra vung khai
dau c6 thé cam ung biéu hién theo hop chit hoac nhiét d6 cu thé va cac diéu kién tuong
tu, trong cAc didu kién tuong mg dé biéu hién B-glucosidaza trong thé bién nap mong

muon.

Khéng c6 gidi han cu thé vé cac phuong phip chiét xudt hodc tinh ché
B-glucosidaza tir thé bién nap néu trén mién 13 phuong phép nay khong lam giam hoat
tinh clia B-glucosidaza, va qua trinh chiét xuét c¢6 thé dwgc thuc hién theo phuong phéap
chiét xuat polypeptit thong thudng tir cac té bao hofic mé sinh hoc. Vi du vé mot phu’ohg
phap chiét xuit nay bao gdm budc ngam thé bién nap néu trén vao dung dich d&€m thich
hop d chiét xuit B-glucosidaza, sau d6 phén tach dich chiét va phan ba rin. Tét hon néu
dung dich dém nay chira chét 1am tdng do tan nhu chit hoat dong bé& mit. Khi thé bién
nap 13 thuc vat, thi thé bién nap c6 thé duogc cit hodc nghién so bd trude khi ngam vao
dung dich dém. Ngoai ra, phuong phép phan tach rin-16ng da biét c6 thé duge st dung dé
phan tach dich chiét va phan b rin, nhu phuong phap loc, loc nén, tach ly tdm, va thé
bién nap c6 thé duogc ép trong khi van duge ngam trong dung dich dém chiét xuit. Enzym
B-glucosidaza trong dich chiét c6 thé dugc tinh ché bang cac phwong phap da biét nhu két

tinh, si€u lgc hoic sac ky.

-14-



23512

Khi B-glucosidaza theo sang ché di dwgc biéu hién & trang thai chia peptit tin
hiéu bai tiét trong thé bién nap néu trén, sau khi nudi ciy thé bién nap nay, c6 thé dé dang
va thuan tién thu dugc dung dich nudi cdy chira B-glucosidaza bing cach thu hdi phén
dich ndi nuéi ciy tir canh trudng thu dugc ma khong chita thé bién nap. Ngoai ra, khi
B-glucosidaza theo sang ché chira trinh tur d4nh déu nhu trinh ty danh ddu His, c6 thé d3
dang va thuan tién tinh ché B-glucosidaza chira trong dich chiét hoic phan dich ndi nudi

cdy ¢6 thé dugc tinh ché bing phuong phap séc ky 4i luc sir dung trinh tu danh diu nay.

Twc 13, phwong phép san xuit enzym B-glucosidaza theo sang ché bao gdm 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 muébn.
Hon hop xenlulaza theo sang ché

Theo khia canh thir séu, sang ché dé cap dén hdn hop xenlulaza chira enzym
B-glucosidaza theo khia canh thir nhit hoic B-glucosidaza thu duogc bing phuong phép
san xuét enzym [-glucosidaza theo khia canh thtr nim, va it nhit mét loai xenlulaza khac.
Enzym B-glucosidaza thu duogc bing phuong phap sin xuit enzym B-glucosidaza theo
khia caﬂh thir nam c6 thé & trang thai ndm trong thé bién nap theo sang ché hoic c6 thé
dugc chiét xuét hodc tinh ché tir thé bién nap nay. Glucan chira lién két B-1,4 glucosit nhu
xenluloza ¢6 thé duoc phan giai mot cach hiéu qua hon bang B-glucosidaza theo sang ché

& dang hon hop v6i cac xenlulaza khéc.

Khéng c6 gi6i han cu thé vé xenlulaza khéac vé6i p-glucosidaza chira trong hdn hop

xenlulaza néu trén mien 1a no6 c6 hoat tinh thuy phan xenluloza.

Vi du vé cac xenlulaza khac v6i B-glucosidaza theo sang ché chtra trong hdn hop
xenlulaza ndy bao gébm hemixenlulaza nhu xylanaza hodc B-xylosidaza, endoglucanaza,
xenlobiohydrolaza, hoic cic enzym twong tu. Tét hon néu, hdn hop xenlulaza theo séng
ché chtra it nhit mét hemixenlulaza va xenlobiohydrolaza, va tdt hon nita néu hdn hop
ndy chtra cd hemixenlulaza 13n xenlobiohydrolaza. Pic biét, t6t hon néu hdn hop nay
chita it nhit mot hodc nhidu xenlulaza dugc chon tir nhém bao gém xylanaza,
B-xylosidaza, endoglucanaza va xenlobiohydrolaza, va t6t hon nita néu hdn hop nay chta

toan by cac enzym xylanaza, B-xylosidaza, endoglucanaza va xenlobiohydrolaza.

Phuong phép san xuit san phim phén giai xenluloza theo sang ché
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Theo khia canh thit bay, sing ché dé cap dén phuong phap san xuét san pham phén
gidi xenluloza dé thu dwugc san phdm phén giai xenluloza bing B-glucosidaza theo sang
ché. Cu thé hon, san phidm phan giai xenluloza dugc tao ra bing cach cho nguyén liéu
chira xenluloza tiép xtic véi p-glucosidaza theo khia canh thtr nhat, thé bién nap theo khia
canh thtt tu hoic B-glucosidaza thu dugc bing phuong phdp san xult enzym

B-glucosidaza theo khia canh th nam.

Khong c6 giéi han cu thé vé nguyén liéu chira xenluloza mifn 12 né chaa
xenluloza. Vi du v& nguyén liéu ndy bao gdm sinh khéi xenluloza nhu ¢b hogic chét thai
néng nghiép va gidy da qua sir dung. TSt hon néu, nguyén liéu chira xenluloza dugc xt ly
co hoc nhu nghién hodc bam nhé, x 1y héa hoc nhu xir ly béng axit hoic kiém, hodc xt
Iy ngdm hodc hoa tan vao dung dich dém thich hop trudc khi cho tiép xuc vdi

B-glucosidaza theo sang ché.

Céc diéu kién cia phan tmg thily phan xenluloza béi B-glucosidaza theo sang ché
1a cac diéu kién cho phép enzym nay thé hién duoc hoat tinh cta B-glucosidaza. Tét hon
néu phan tmg thity phan xenluloza duoc thyuc hién & nhiét d6 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
dugc thuc hién & nhiét do nim trong khoang tir 25°C dén 55°C va & do pH nim trong
khoang tir 4,0 dén 6,0. Thoi gian cta phan g thiy phan xenluloza duogc didu chinh mot
céch thich hop theo nhiéu yéu td nhu loai nguyén liéu chira xenluloza cin thiy phan,
phuong phéap xur Iy so b hodc luong nguyén li¢u duge st dung. Vi du, phan Ung thiy

phan xenluloza c6 thé dugc thuc hién trong khoang tir 10 phit dén 12 gio.

Ngoai B-glucosidaza theo sang ché, tt hon néu it nhit mot loai xenlulaza khac
duge st dung trong phan tng thiy phan xenluloza. C4c xenlulaza gidng nhu céc enzym
chira trong hdn hop xenlulaza néu trén c6 thé duoc sir dung 1am cac xenlulaza khac nay,
va t6t hon néu céc enzym nay 1a xenlulaza én dinh nhiét, c6 hoat tinh & nhiét d6 nim
trong khoang tir 20°C dén 60°C va ¢ d6 pH nim trong khoang tir 4,0 dén 6,0. Ngoai ra,
hdn hop xenlulaza theo khia canh thi sau c6 thé duge st dung trong phuong phéap san
xuit san phdm phan giai xenluloza thay cho B-glucosidaza theo khia canh tht nhét, thé
bién nap theo khia canh thir tw, hodc B-glucosidaza thu duge bang phuong phap san xuét

enzym f-glucosidaza theo khia canh thir nam.
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Vi du thye hién sang ché

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

vi ctia sang ché khéng chi giéi han & c4c vi du nay.
Vidul
(1) Thiét ké vecto biéu hién Aspergillus BGL
Chiét xuat ADN bd gen cia Acremonium Cellulolyticus

Ching Acremonium cellulolyticus H1 (do International Patent Organism
Depository of the National Institute of Technology and Evaluation cung cép, s6 truy cép:
FERM BP-11508, dugc ky hiédu 1a “ching H1”) duoc ciy vao méi trudng thach PDB
(mdi trudng dia thach duge didu ché bing cach bd sung 1,5% (kl/tt) agaroza vao méi
trudng PDA (bing cach sir dung canh trudong Difco PDA)), sau d6 nudi cdy trong 1 tudn
& nhiét d6 30°C. Céc té bao ndm thu duogc duoc céy vio moi trudng PDA sau khi cét céac
dia thach chira céc té bao da c6 duong kinh bing 5mm, tiép theo nudi cdy 1ic & nhiét do
30°C va tdc do lic bang 130 vong/phut. Thu ldy cac té bao ndm bang cach ly tAm moi
trudng nudi cy trong 10 phit & tbe do bang 15000 vong/phit va rira hai 1dn bang moi
truong PDA.

Céc hat tir dugc nap vao éng nhua c6 dung tich 2mL chita miu t€ bao ndm néu
trén, va mau t€ bao nim nay duoc nghién ba 1an, mdi lan trong 90 gidy bang may nghién
bi (tén thiét bi: Shake Master, Bio-Medical Science Co., Ltd.), sau d6 chiét xuit ADN
bang kit Nucleon (Amersham Corp.).

Giéai trinh tu ADN b0 gen cua Acremonium cellulolyticus BGL

Trinh tu md héa BGL (SEQ ID NO.3) dugc khuéch dai bang phan tng PCR st
dung khuon 1a ADN b0 gen thu dugc néu trén va doan mdi ¢o trinh tu 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 {mg
PCR bao gém mot chu ky thuc hién trong 2 phut & nhiét do 94°C, 30 chu ky trong 20
gidy & nhiét do 96°C, trong 30 gidy & nhiét d0 60°C va trong 5 phit & nhiét do 72°C. San
phdm PCR dugc tinh ché bang Kit QIAquick PXR (Qiagen Inc.).

Giai trinh tw ADN bd sung ctia Acremonium Cellulolyticus BGL
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Céc té bao ndm duoc didu ché bang phuong phédp duge mé ta trong phan Chiét
xuat ADN bo gen ctia Acremonium Cellulolyticus. Tiép theo, c4c hat tir dugc nap vao dng
nhya c6 dung tich 2mL chita mAu té bao ndm néu trén, va mau té bao nim nay duogc
nghién ba 1an, mdi 14n trong 90 gidy bing mdy nghién bi (tén thiét bi: Shake Master,
Bio-Medical Science Co., Ltd.), sau d6 chiét xuadt ARN bang kit Isogen II (Nippon Gene
Co., Ltd.). ADN b6 sung dugc tong hop tir ARN chiét xuét duoc bang kit tdng hop ADN
bo sung (nhan hiéu: SMARTer™ RACE cDNA Amplification Kit, Clontech Laboratories,
Inc.). ADN bb sung thu duoc duoc giai trinh tu va trinh ty thu dugc (SEQ ID NO.2) dugc
so sanh véi trinh tu ADN bd gen ctia Acremonium Cellulolyticus (SEQ ID NO.3) dé x4c

dinh cac doan intron.
Téng hop vecto E. coli pBR-niaD chtra gen niaD

Phan tmg PCR dugc thuc hién theo cung cach thirc dé khuéch dai ADN bd sung
ma héa BGL, khéc biét & chd st dung khuon 12 ADN bd sung bd gen cia ching
Aspergillus oryzae RIB40 (do National Institute of Technology and Evaluation cung cép,
ma NBRC: 100959, dugc ky hiéu 1a “ching RIB40”), doan mdi ¢6 trinh tu bazo nhu néu
trong SEQ ID NO.6 va doan mdi ¢6 trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.7 dugc thé
hién trong Bang 1 dé khuéch dai ADN b sung chtra gen niaD ma hoéa nitrat reductaza

-thu dugec tir Aspergillus oryzae.

Sau khi phan cit san phdm khuéch dai PCR thu dugc va plasmit pBR322 cua
E.coli (Takara Bio Inc.) bing cac enzym gi6i han Aval va Ndel & nhiét do 37°C, céc san
pham phan cit duoc phén tach bing cich dién di trén gel agaroza, va br?mbg dich duoc cit,
sau d6 chiét xudt va tinh ché tir manh gel nay bing Kit chiét xuit gel QIAquick (Qiagen
Inc.) d thu duoc céc doan ADN bd sung da duoc cit bang enzym gi6i han coa plasmit
pBR322 va gen niaD. Sau d6, cac doan ADN nay dugc ndi véi nhau bing Kit ndi ADN
(Takara Bio Inc.) va cac doan ADN nay dugc bién nap vao ching E.coli IM109 (dugc ky
hiéu 14 “ching JM109”). Két qua, thu dugc thé bién nap chira plasmit pBR-niaD (plasmit
chira doan ADN bd sung ctia gen niaD dugc chén & gifta céc doan dugc cit bang céc

enzym gidi han Aval va Ndel cua plasmit pPBR322).
Bién nap ving két thiic agdA vao pBR-niaD

Phén tng PCR dugc thuc hién theo cling cach thirc dé khuéch dai ADN bd sung
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ma héa BGL, khéc biét & chd st dung khudn 13 ADN bo gen ctia ching Aspergillus
oryzae R1B40, doan mdi ¢6 trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.8 va doan mdi ¢
trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.9 duoc thé hién trong Bang 1 dé khuéch dai
ADN bd sung chira ving két thiic ctia gen agdA thu dugc tix Aspergillus (cling dugc goi
1a “ving két thuc agd4™).

Sau khi phan cit san phdm khuéch dai PCR thu duge va plasmit pBR-niaD bang
cac enzym han ché Sall va Aval & nhiét d6 37°C, thu dugc cac doan ADN bd sung da
dugc cét bing enzym gii han cta pBR-niaD va ving két thuc agdA tir san phidm phan
cit nay theo cach thirc giéng nhu quy trinh téng hop plasmit pBR-niaD néu trén, va cic
doan ADN nay dugc lién két véi nhau va bién nap vao ching IM109 duge. Két qua, thu
dugc thé bién nap chira plasmit pBR-agdAT-niaD (plasmit chira doan ADN bd sung cua
ving két thic agdd duogc cheén & gitra cac doan duge ct bang céc enzym gi6i han Sall va

Aval cua pBR322-niaD).
Bién nap viing khéi ddu enoA vao pBR-agdAT-niaD

Phén ung PCR dugc thuc hién theo cliing cach thirc dé khuéch dai ADN bd sung
ma hoa BGL, khéc biét & chd sir dung khuon 13 ADN bd gen cla chung Aspergillus
oryzae RIB40, doan mdi ¢cb trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.10 va doan mdi ¢o
trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO.11 dugc thé hién trong Bang 1 dé khuéch dai
ADN bb sung chira viing khéi diu cia gen enoA thu dugce tr Aspergillus (cling dugc goi

1a “vung khéi dau enoA4”™).

Sau khi phan cit san phdm khuéch dai PCR thu duoc va plasmit pBR-agd AT-niaD
bang cac enzym han ché Nhel va Sall & nhiét d6 37°C, thu duge cic doan ADN bd sung
d3 dugc cit bang enzym giGi han cia plasmit pBR-agdAT-niaD va ving khéi dau enod tis
san phdm phén cét nay theo cach thirc gidng nhu quy trinh tdng hop plasmit plasmit
pBR-niaD néu trén, cac doan ADN nay duoc lién két voi nhau va bién nap vao chung
TM109. Két qua, thu dugc thé bién nap chira plasmit pBR-enoAP-agdAT-niaD (plasmit
chirza doan ADN bd sung cta ving khoi ddu enod duge chén & gitta cac doan duoc cit

bang cac enzym gi6i han Nhel va Sall cta plasmit pBR322-agd AT-niaD).
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Bang 1

SEQ ID NO. Trinh tw bazo

4 TCCTCCAAGTTACCCATGGTTCGGTCAACG
CGCTTCGTCGACCCCTTACAGCAACGTCAA
ATGCTCGGGAGCTTTGGATTTCCTACGTCTTC
ATGCATATGTCGAGAGTGTTGTGTGGGTCAACG
ATGGTCGACGAAGCGTAACAGGATAGCCTAGAC
ATGCCCGAGAGTAACCCATTCCCGGTTCTCTAG
ATGGCTAGCAGATCTCGCGGCAGGGTTGAC
ATGGTCGACCCCGGGTAACTTGGAGGACGGAAGAAAAGAG

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

O |0 |||

| —
—o

Trude tién, sau khi phan cét plasmit pBR-enoAP-agdAT-niaD bang enzym giGi
han Sall ¢ nhiét d6 30°C, thu dugc doan pBR-enoAP-agdAT-niaD duoc xit Iy bang Smal
tir san phdm phan cét nay theo cach thirc gidng nhu quy trinh tdng hop plasmit pBR-niaD

néu trén.

Doan di xr Iy bang Smal nay va trinh tu AND b gen ma hoa BGL dugc tinh ché
theo cach thirc néu trén dugc lién két véi nhau bing céch sir dung Kit tich dong
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 nay vao céc té bao ¢ kha nang sao chép hoan toan (Clontech Laboratories, Inc.)
dé thu dugc thé bién nap E.coli BGL. Thé bién nap nay dugc nudi cdy lic qua dém &
nhiét d§ 37°C va tbc do bang 180 vong/phut trén mdi truong LB chira 100pg/mL
ampicilin, va thu dugce plasmit pBR-enoAP-BGL-agdAT-niaD véi sé luong 16n tir moi

truong nudi ciy néu trén bang cach st dung Kit QIAquick Miniprep (Qiagen Inc.).
(2) San xuét thé bién nap Aspergillus chira vecto bidu hién Aspergillus BGL

Plasmit pBR-enoAP-BGL-agdAT-niaD néu trén dugc bién nap vido ching
Aspergillus oryzae D300 (do National Institute of Technology and Evaluation cung cép)
bang phuong phap PEG-canxi (Mol. Gen. Genet., Vol. 218, pp. 99-104 (1989)). Thé bién
nap (chiing Aspergillus BGL di bién nap) duoc sang loc trén moi trudong 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) sat sulfat va 0,3% (kl/tt) natri nitrat).

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

Chung Aspergillus BGL d3 bién nap duoc nudi cdy trén moi trudng Czapek-Dox
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dé tao bao tir, sau d6 thu l4y c4c bao tir bang nuée vo tring. Cac bdo tir ndy dugc cdy vao
binh n6n ¢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) dén mat d6 cudi cing bang 1 x 10*/mL.
Sau khi nuéi cdy trong 3 ngay & nhiét d6 30°C, san pham gen mong muén (BGL) dugc
bai tiét va xuét hién trong méi trudmg nudi cy. Dich 1ong thu dugc sau khi nudi cdy duge

st dung lam mau enzym.

BGL trong mAu enzym duge xac dinh bang phén tich SDS-PAGE. Qua4 trinh dién
di SDS ctia miu enzym niy dugc thuc hién bang cich st dung gel Mini-Gradient véi
| gradient ndng d6 nam trong khoang tir 10% dén 20% (Atto Corp.). Mau enzym va dung
dich xit Iy mdu Tris-SDS B-ME (Atto Corp.) dugc tron & ty 1& 1:1, sau d6 xi Iy trong 5
phtt & nhiét ¢ 100°C va tién hanh dién di v&i 20uL hdn hop. Sau khi két thic qua trinh
dién di, gel cb dinh dugc nhuém bang EzStain Aqua (Atto Corp.) d& hién thi céc bang
protein. Sau d6, hinh 4nh gel dugc chup bang hé théng ChemiDoc XRS Plus (Bio-Rad
Inc.). Hinh anh gel ndy dugc phén tich bang phdn mém Image Lab 2.0, sau d6 dinh lugng

protein.

Fig.1 thé hién két qua phan tich miu enzym (BGL) bang phuong phap dién di
SDS-PAGE. Béng bén tréi la gen chi thi trong lugng phan tr protein va bang bén phai 1a
mau enzym. Két qua phan tich cho thy mu enzym thu duoc chira BGL ¢6 trong lugng
phan tir x4p xi bing 120 kDa.

(4) bBéanh gia hoat tinh enzym

Hoat tinh enzym duoc tinh theo don vi (U). 1 U dugc xéc dinh theo phuong trinh
duéi ddy va duge dinh nghia 12 luong enzym can thiét dé tao ra 1umol san phim tir co
chét trong thoi gian 1 pht.

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

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

Sau:

Hoat tinh riéng (U/mg) = [hoat tinh tinh theo don vi (U)]/[luong protein (mg)]
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Dénh gié hoat tinh phéan giai CMC
CMC (Sigma-Aldrich Corp.) dugc sit dung 1am co chét chudn. Ngoai ra, dudng
chudn duoc xay dung tir cac gia tri thu duoc cua nim dung dich pha lodng lién tiép

(0,5mM dén 7,5mM) duoc didu ché bing cach pha lodng thich hop dung dich glucoza
10mM (mmol/L) bing dung dich dém axit axetic 200mM (pH =5,5).

Cu thé, chuin bi céc 6ng nhya c6 dung tich béng 1,5mL véi sb luong béng voi s
lugng mau can do, va diéu ché cac dung dich chuin bing cach bd sung 190uL dung dich
dém axit axetic 200mM (pH = 5,5) va 200pL dung dich CMC 1% (kl/tt) (dung mdi la
dung dich dém axit axetic 200mM (pH = 5,5)) vao mdi éng, sau d6 tron k¥ & nhiét do
30°C. Tiép theo, 10uL mau enzym dugc bd sung vao mdi éng dé kich hoat phén tGng
enzym, va sau 15 phit ké tir lic bit dau phan tmg, 400uL dung dich DNSA (axit
dinitrosalixylic) dugc bd sung vao va khudy tron dé dimg phan ung, sau d6 dun soéi trong
5 phut & nhiét do 100°C va lam lanh bang nuéc da. Sau d6, 100uL dung dich phan tng
dugc 14y ra tir mdi ong, tiép theo pha lodng bang 100uL nuéc cit va do do hép thu cta
céc dung dich thu dugc & budc séng 540nm (A540). Trong qua"1 trinh do d6 hip thy, miu
trang 1a mau duoc chuin bi theo clng céch thirc chi khic 14 bd sung dung dich dém axit
axetic 20mM (pH = 5,5) thay cho mAu enzym. Nong d6 glucoza dugc xac dinh tir cc tri
s& do hip thu A540 do dugc va dudng chudn, va hoat tinh riéng dugc xdc dinh theo
phuong trinh dudi day:

Hoat tinh riéng (U/mg) = ([néng do glucoza (mmol/L)] x 15 x 0,400/0,010)/(15 x
[luong protein (mg)])

Déanh gié hoat tinh phan giai xylan

Xylan hoa fan dugc st dung 1am co chit chudn. 1g xylan c6 ngudn gbc tir cdy
bach duong (Sigma Corp.) dugc tron v6i 100mL nude, sau khi gia nhiét hdn hop thu
dugc trong 2 gid & nhiét d6 100°C, phan rin dugc loai b va chi thu 14y phan 16ng, tiép
d6 1am kho dé thu dugc chét rén xylan hoa tan. Ngodi ra, dudng chuin duoc xay dung tir
c4c gia tri thu duge ciia ndm dung dich pha long lién tiép (0,5mM dén 3,0mM) duoc
didu ché bang cich pha loang thich hop dung dich xyloza 10mM dung dich dém axit
axetic 200mM (pH =5,5).
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Cu thé, chudn bi cac 6ng nhua c6 dung tich bing 1,5mL véi sb lugng bang vdi sb
lugng mau can do, va diéu ché cac dung dich chuén bing cach bd sung 180 pL dung dich
dém axit axetic 200mM (pH = 5,5) va 200uL dung dich xylan hoa tan 1% (kl/tt) (dung
moi 12 dung dich dém axit axetic 200mM (pH = 5,5)) vao mbi 6ng, sau do tron k¥ & nhiét
d6 30°C. Tiép theo, 20 pL miu enzym dugc bd sung vao mdi dng dé kich hoat phan ung
enzym, va sau 15 phut ké tir luc bét dau phéan tng, 400uL dung dich DNSA dugc bd sung
vao va khudy tron dé dimg phan tng, sau d6 dun soi trong 5 phtt & nhiét d6 100°C va
1am lanh bang nuéc da. Sau d6, 100uL dung dich phan tng dugc 13y ra tir mdi éng, sau
d6 pha lodng bang 100 pL nudc cit va do do hip thu cta cac dung dich thu duge & buédce
séng 540nm (A540). Trong qua trinh do d6 hip thy, mau tring 14 mau duogc chuln bi theo
cting cach thirc chi khac 12 bd sung dung dich dém axit axetic 20mM (pH = 5,5) thay cho
mau enzym. Néng do xyloza dugc xac dinh tir cac tri sb do hép thu A540 do duogc va

duodng chuén, va hoat tinh riéng dugc x4c dinh theo phuong trinh dudi day:

Hoat tinh riéng (U/mg) = ([ndng d¢ xyloza (mmol/L)] x 15 x 0,400/0,020)/(15 x
[lugng protein (mg)])

Déanh gia hoat tinh phan giai PNPG

PNPG (p-nitrophenyl B-D-glucopyranosit, do Sigma-Aldrich Corp. cung cip)
dugc st dung lam co éhét chuin. Hoat tinh phan giai PNPG duoc su dung chu yéu dé
déanh gia hoat tinh ctia B-glucosidaza. Ngoai ra, dudng chuan dugc xay dung tir cac gia tri
thu duge clia nim dung dich pha loang lién tiép (OpM dén 200uM) dugc didu ché bang
céch pha loang thich hop dung dich PNP (p-nitrophenol) 1000umol/L bing dung dich
dém axit axetic 200mM (pH = 5,5).

Cu thé, chudn bi cac éng nhya c6 dung tich bing 1,5mL véi sb lwong bang véi sb
luong mAu can do, va diu ché cac 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 nuéce
siéu tinh khiét) vao mdi dng, sau d6 tron k§ & nhiét do 30°C. Tiép theo, 10puL mAu enzym
dugc bo sung vao mdi 6ng dé kich hoat phan tng enzym, va sau 15 phut ké tir lac bat dau
phan g, 625uL dung dich nuéc natri carbonat 0,2M duge bd sung vao va khudy tron dé

dirng phén mg. Sau d6, 200uL dung dich phan tmg duoc iy ra tir mdi dng, va do do hép
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thu & budc séng 420nm (A420). Trong qua trinh do d6 hip thu, mau tring 1a miu dugc
chuén bi theo cling c4ch thirc chi khac 12 bd sung dung dich dém axit axetic 20mM (pH =
5.,5) thay cho mau enzym. Néng dd PNP dugc xac dinh tir cac tri sb do hép thu A420 do

dugc va duong chuin, va hoat tinh riéng dugc xé4c dinh theo phuong trinh dudi day:

Hoat tinh riéng (U/mg) = ([Nong d¢6 PNP (umol/L)]x 0,001 x 0,675/0,01)/(15 x
[luong protein (mg)])

Bang 2

BGL
Hoat tinh phan giai CMC (U/mg) | 0,76
Hoat tinh phén giai Xylan (U/mg) | 0,76
Hoat tinh phén giai PNPG (U/mg) | 3,08

Bang 2 thé hién két qua danh gia hoat tinh phan gidi CMC, hoat tinh phan giai

xylan va hoat tinh phéan gidi PNPG (hoat tinh riéng) cia BGL dugc tao ra tir chung
Aspergillus BGL d3 bién nap. Két qua phan tich cho thdy BGL nay c6 hoat tinh phan giai
PNPG, hoat tinh phén gidi xylan va hoat tinh phan gidi CMC, trong d6 hoat tinh phan giai
PNPG cao gip 4 1an hoat tinh phén gi4i xylan va hoat tinh phén gidi CMC tinh theo hoat
tinh riéng. Cac két qua nay ciing chimg t6 ring BGL thu duoc c6 hoat tinh B-glucosidaza.

(5) DBénh gié hoat tinh thity phan

Céc ché phidm enzym duoc st dung dé dénh gia chira miu enzym (BGL) duoc
diéu ché theo phan (3) néu trén, xenlobiohydrolaza chira trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.12, endoglucanaza chta trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.13,
xylanaza (endo-1,4-beta-xylanaza A thu duoc tir Thermoascus aﬁrantiacus, Sé truy cap
GenBank: AAF24127) va B-xylosidaza (B-xylosidaza thu dugc tir Thermotoga maritima,
do Thermostable Enzyme Laboratory Co., Ltd. cung cép).

Trudce tién, dung dich nuéc amonica 25% (kl/tt) duge tron véi sinh khdi chia
lignoxenluloza & dang than va 14 cdy ngd sau thu hoach d3 dugc nghién min dén ty 16
khdi lugng bang 1:2,5 dé thu duoc hdn hop co chét chtra than va 14 cdy ngo sau thu hoach
va dung dich nuéc amoniac. Tiép theo, hdn hop co chét ndy dugc dé thiy phan so bd
trong 8 gid & nhiét do 80°C, sau d6 phan tach amoniac va diéu chinh d6 pH dén pH=4.)5.
Tiép theo, ham lugng sinh khéi dugc didu chinh dén 20% khdi luong dé thu duoc san
phim thily phan so bd st dung trong vi du nay. Ché pham enzym chira BGL dugc bd
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sung vao san phim thiy phan so bd ndy dén ndng do enzym cudi ciing tinh trén 1g sinh
khéi bang 4,5mg/g (than va 14 cdy ngd sau thu hoach) va dé phén Ung trong 3 ngay &
nhiét @ 50°C. Trong qué trinh phéan tmg, hdn hop dugc lic bing may lic & tbc do bing
160 vong/phiit. Ngoai ra, hdn hop enzym thily phan c¢6 ngudn gdc tir loai Acremonium co
ban trén thi truong (nhan hiéu: Acremonium Xenlulaza, Meiji Seika Pharma Co., Ltd.)
duoc st dung 1am méu dbi chimg va dé phan tmg theo cing cach thic.

Sau khi két thuc phan tmg, dich thay phén thu dugc duge chuyén vao 6ng 1y mau
va ly tdm trong 10 phiit & nhiét 4o 4°C véi luc ly tAm bing 15760 x g. Phan dich ndi thu
dugc dugce chuyén vao 6ng nhya sach c6 dung tich 1,5mL, va sau khi gia nhiét trong 5
phut & nhiét 4§ 95°C, dugc ly tdm trong 5 phit & nhiét d6 4°C véi lyc ly tim béng 15760
x g. Sau khi phan dich ndi thu duge duge chuyén mét 14n nira vao dng nhua sach ¢6 dung
tich br?xng 1,5mL, ph?m dich ndi dugc loc béng mang loc 0,2pum (dudng kinh 13mm).
chuyén 0,2mL dich loc vao binh phan tng, sau d6 dinh luong ndng do dudng bing
phuong phap HPLC & céc didu kién duoc chi ra duéi ddy. Glucoza va xyloza (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.) 1an luot dugc sir dung lam chét chudn cho hé théng HPLC.

Thiét bi do ndng d6 duong; Thiét b phén tach: Waters 2695 (Waters Corp.).
B phan phat hién hong ngoai (RI): Waters 2414 (Waters Corp.).

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

Piéu kién do ndng do dudng:

Dung mdi rira gidi: Nudc siéu tinh khiét.

Téc @ dong: 0,6 mL/phut.

Nhiét do cot: 85°C.

Nhiét do b phan phat hién: 40°C.

Fig.2 thé hién sic ky dd HPLC cua dich thily phan thu dugc tir mdi phan tng dugc
phat hién bang bd phén phat hién hdng ngoai v6i cac phén doan thu dugc ¢ thoi gian luu
nam trong khoang tir 10 phut dén 16 phut, tai d6 cac disaccarit va monosaccarit dugc rira
giai. Trén sic ky dd nay, ky hiéu “enzym duoc bd sung” thé hién két qud phan tich ctua

dich thity phan thu dugc sau khi bd sung ché phdm enzym néu trén va ky hiéu “enzym
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khoéng dugc bd sung” thé hién két qua phan tich cua dich thiy phan dugc xtt ly theo cing

cach thirc nhung khong bd sung ché phdm enzym néu trén.

Két qua dinh lugng cho thay trai nguoc voi ndng d6 dudng cua dich thiy phan
(tbng ndng do cta glucoza va xyloza) khi sit dung hén hop enzym thily phan c6 ban trén
thi truong bing khoang 2,92% khdi luong, thi tri sb nay khi sir dung ché phim enzym
chira BGL theo sang ché bing khoang 3,53% khéi luong, tic 12 luong dudng duoc tao ra
16n hon gép 1,2 14n. Cac két qua nay ching té ring viée st dung két hop BGL v6i cac
enzym thity phan khac s& thu dugc hdn hop enzym cé hoat tinh thily phan cao hon so véi
hdn hop enzym thuy phan c6 ngudn gbe tir Acremonium ¢ béan trén thi troong.

(6) Panh gia hoat tinh ctia enzym

Danh gia hoat tinh phan gidi xenlobioza

Hoat tinh phin giai xenlobioza va hoat tinh phédn giai xylobicza dugc danh gia

bing cach st dung mau enzym dugc diéu ché theo phan (3) néu trén.

Cu thé, 200puL dung dich nu6c xenlobioza 0,03M va 190pL 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 dé u so bd trong 5 phut & nhiét d6 30°C. Sau khi G so bg, 10uL
mau enzym dugc bd sung vao mot trong sb 2 dng nhua nay dé hoat héa phan Ung enzym.
Sau 90 phut tinh tir khi bit diu phan tmg, dung dich trong 6ng nhua nay duoc gia nhiét
trong 5 phut & nhiét d6 95°C @ dimg phan tmg enzym (thoi gian phan ing enzym: 90
phat). 10uL miu enzym dugc bd sung vao dng nhya con lai, ngay sau dé gia nhi¢t dung
dich trong dng nhuya nay trong 5 phut & nhiét d6 95°C dé dung phan Gng enzym (thoi
gian phan tng enzym: 0 phtt).

Ngoai ra, 200pL dung dich nu6e xylobioza 0,014M va 190uL dung dich dém axit
axetic 200mM (pH = 5,5) dugc bd sung tuong tng vao hai éng nhya c6 dung tich bing
1,5mL va trén k¥, sau do 0 so bd trong 5 phut ¢ nhiét d6 30°C, va tiép theo 100pL mau
enzym duoc bd sung vao 6ng nhua nay dé hoat héa phéan tmg enzym. Sau khi 1 so b,
10pL mAu enzym duoc bd sung vao mot trong s6 2 éng nhua nay dé hoat héa phéan Gng
enzym. Sau 90 phtt tinh tir khi bit dau phén ng, dung dich trong 6ng nhua nay dugc gia
nhiét trong 5 phiit & nhiét d6 95°C @& dimg phan Gng enzym (thoi gian phan Uing enzym:
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90 phit). 10 pL mAu enzym duogc bd sung vio ng nhya con lai, ngay sau do6 gia nhiét
dung dich trong éng nhua nay trong 5 phut & nhi€t 46 95°C dé dimg phan Ung enzym
(thoi gian phan Gng enzym: 0 phut).

* Sau khi két thuc céc phan tng, bbn 6ng nhira nay dugc ly tdm trong 5 phut véi luc
ly tdm bing 15760 x g. Sau khi chuyén phan dich ndi thu dugc vao éng nhya c6 dung
tich béng 1,5mL, ph:;fm dich ndi nay dugc loc béng mang loc 0,2 pm (dudng kinh béng
13mm). 0,2 mL dich loc dugc chuyén vao binh phan tmg, ndng do dudng dugc dinh
luong bang phuong phap HPLC & cing diéu kién nhu phan (5) néu trén, va hoat tinh
riéng tinh trén don vi khéi luong (U/mg) dugc xac dinh theo phuong trinh dudi day.
Glucoza va xyloza (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) 1dn Iugt dwoc sit dung lam chat

chuan 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 cia cac dich thiy phéan thu dugc tir
mdi phan Gmg dugc phét hién bang bd phan phat hién hdng ngoai véi cac phéan doan thu
duge & thoi gian luu ndm trong khoang tir 9 phiit dén 15 phut, tai d6 cac disaccarit va
monosaccarit dugc rira gidi. Fig.3 13 sic ky dd ctia cac dung dich phén ung enzym véi co
chit 1a xenlobiozae, trong khi d6 Fig.4 1a sic ky d cta céac dung dich phan (mg enzym

v6i co chat 1a xylobioza.

Nhu dugce thé hién trén Fig.3, khi st dung co chét 1a xenlobioza, néu thuc hién
phép so sénh gifta dich thily phan khi thoi gian phan tmg bang 0 phut (ky hidu “truée
phan tmg” trén sic ky d0) va dich thiy phan khi thoi gian phan tmg bing 90 phut (ky
hiéu “sau phan Gmg” trén sic ky dd), thi pic sic ky quan sat dugc déi véi xenlobioza c6
thoi gian luu xAp xi bang 11 phut ddi vé6i dich thiy phan sau phén tng 1a nhé hon so véi
dich thily phan trudc phan tng, trong khi d6 pic sic ky quan sat dugc dbi voi glucoza cé
thoi gian lwu x4p xi bang 13,3 phut 14 16n hon, didu ndy chiig t6 rang xenlobioza da
duoc phan giai thanh glucoza béi BGL theo sang ché. Hoat tinh riéng phin giai
xenlobioza ctia BGL theo sang ché bang 0,21 U/mg.

Mit khac, nhu dugc thé hién trén Fig.4, khi str dung co chét 13 xylobioza, do pic

sdc ky chi quan sat dugc dbi voi xylobioza c6 thoi gian lwu xAp xi bang 12,3 phit ngay ca
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d4i véi dich thiy phan véi thoi phan Gmg enzym bing 90 phut (ky hiéu “sau phan tng”
trén sac ky dd) 1a giéng nhu dich thuy phan véi thoi gian phan tmg enzym bing 0 phut
(ky hiéu “truéc phan Gng” trén sic ky dd), didu niy chimg t6 ring xylobioza khong bi

phan giai boi BGL theo sang ché.
(7) Mtrc 46 phu thudc vao nhiét do cia hoat tinh phan giai PNPG

Murc d6 phu thudc vao nhiét do cia hoat tinh phan giai PNPG cia BGL dugc ddnh

gia bang cach st dung miu enzym duoc didu ché theo phén (3) néu trén.

Cu thé, sau khi thuc hién cac phan ng enzym theo cing cach thirc nhu duge mo
ta trong phan Pdnh gid hoat tinh phdn gidi PNPG trong muc (4) néu trén chi khéc 1a thuc
hién cic phan rng nay & nhiét ¢ 30°C, 45°C, 60°C, 75°C hodc 90°C, 200uL dung dich
phan tng duge 13y ra tir mdi éng, va do do hép thu & budc séng 420nm (A420) va dinh
lugng ndng d6 PNP trong dung dich phan g sau khi két thuc phan ung enzym tur duong

chudn dugc dung trudc.

Céc két qua dinh luong ndng d6 PNP cua mdi dung dich phan ng va cac tri sb
hoat tinh twong dbi (%) tinh theo tri s6 100% 1a hoat tinh phén gidi PNPG cta dung dich
phan tmg c6 néng dd6 PNP cao nhét duge thé hién trén Bang 3. Nong do PNP trong dung
dich phan tmg sau khi két thic phan tng phu thudc vao hoat tinh phéan gidi PNPG cuia
BGL. Nhu dugc thé hién trén bang 3, BGL theo sang ché d3 dugc kiém ching 1a ¢6 hoat
tinh phéan gidi PNPG ¢ nhiét do nam trong khoang tir 30°C dén 75°C, va c6 hoat tinh
phén giai PNPG manh nhét ¢ nhiét d6 60°C.

Bang 3

Nhiét d6 phan tng (°C) 30 45 60 75 90
Nbng d6 PNP (M) 59,43 | 168,57 | 252,14 | 43,71 | 0,29
Hoat tinh phan ing (%) | 23,6 66,9 100,0 17,3 0,1

(8) Mtrc d6 phu thudc vao do pH cua hoat tinh phan giai PNPG

Mtrc d§ phu thudc vao do pH cta hoat tinh phan giai PNPG cua BGL duoc danh

gia bang cach str dung mau enzym dugc diéu ché theo phan (3) néu trén.

Cu thé, sau khi thyuc hién cac phén mg enzym theo cung cach thirc nhu duge mod
ta trong phan Panh gia hoat tinh phan giai PNPG trong muc (4) néu trén chi khac 1a st
dung dung dich dém HCI-KCI 200mM (pH = 1,5), dung dich dém xitrat-phosphat (pH =
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3,0), dung dich dém axit axetic 200mM (pH = 5,5) hodc dung dich dém phosphat 200mM
(pH = 8,0) d tron vé6i dung dich PNPG, 200pL dung dich phan tng duge 14y ra tir mdi
6ng, va do d6 hdp thu & budc séng 420nm (A420) va dinh luong ndng d6 PNP trong

dung dich phan tig sau khi két thiic phan tmg enzym tir dudng chuin dugc dung trude.

Céac két qua dinh luong ndng d6 PNP cua mdi dung dich phan tng va cdc tri sd
hoat tinh tuong ddi (%) tinh theo tri s6 100% 1a hoat tinh phén giai PNPG cla dung'dich
phan ung cé n@)ng d6 PNP cao nhét duoc thé hién trén Bang 4. Nhu dugc thé hién trén
bang 4, mic di BGL theo sang ché da dugc kiém chimg 13 ¢6 hoat tinh phén gidi PNPG &
d6 pH nam trong khoang tir 3,0 dén 5,5 va ¢6 hoat tinh phan giai PNPG manh nhit & do
pH = 3,0, nhung enzym nay khong c6 hoat tinh phéan giai PNPG & d6 pH = 1,5 va hau
nhu khong ¢6 hoat tinh phén giai PNPG & d6 pH = 8,0.

Béang 4
Dd pH cua dung dich phan tng 1,5 3,0 5,5 8,0
Nong d6 PNP (uM) 0,00 | 236,14 | 59,43 | 7,14
Hoat tinh phan g (%) 0,0 100,0 25.2 3,0

Kha nang tmg dung trong cong nghiép

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

dung trong linh vuc san xuit nang lrong 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> H112325703
<160> 13
<170> PatentIn version 3.1
<210> 1
<211> 803
<212> PRT
<213> Acremonium cellulolyticus
<400> 1
Met Val Arg Ser Thr Ile Leu Thr Thr Val Ala Leu Gly Ala Gln Leu
1 5 10 15
Val Gln Gly Gln Tyr Ile Val Glu Gln Val Phe Pro Ser Pro Asn Ala
20 25 30
Thr Gly Ala Gly Asp Trp His Ala Ala Phe Leu Arg Ala Thr Thr Ala
35 40 45
Val Ala Glu Leu Asn Ile Thr Glu Lys Ala Phe Leu Val Thr Gly Vval
50 55 60
Thr Gly Pro Cys Val Gly Asn Ile Ala Ala Ile Pro Arg Ile Gly Phe
65 70 75 80
Asn Gly Leu Cys Leu Gln Asp Gly Pro Leu Ala Ile Arg Gln Val Ser
85 90 95
Tyr Ala Ser Val Phe Pro Ala Gly Val Ser Val Ala Ala Thr Trp Asp
100 105 110
Arg Asp Leu Leu Tyr Gln Arg Gly Val Gln Met Ala Ala Glu Phe Arg
115 120 125
Glu Lys Gly Ala His Val Ala Leu Gly Pro Val Ala Gly Pro Leu Gly
130 135 140
Arg Ser Ala Leu Gly Gly Arg Asn Trp Glu Gly Phe Ser Pro Asp Pro
145 150 155 160
Tyr Leu Thr Gly Ile Ser Phe Ala Glu Thr Ile Lys Gly Met Gln Ser
165 170 175
Gln Asn Val Gln Ala Cys Gly Lys His Tyr Ile Gly Tyr Glu Gln Glu
180 185 190
Thr Gln Arg Asn Pro Ser Thr Tyr Ser Asn Gly Thr Thr Glu Gln Glu
195 200 205
Ala Val Ser Ser Asn Ile Asp Asp Arg Thr Leu His Glu Leu Tyr Leu
210 215 220
Trp Pro Phe Tyr Glu Gly Val Lys Ala Gly Met Ala Ser Val Met Cys
225 230 235 240
Ser Tyr Asn Arg Ile Asn Glu Thr Tyr Ala Cys Gln Asn Ser Lys Thr
245 250 255
Leu Asn Gly Leu Leu Lys Glu Glu Leu Gly Phe Gln Gly Tyr Val Val
260 265 270
Ser Asp Trp Gly Gly Thr His Ser Gly Leu Asp Ser Ala Leu Ser Gly
275 280 285
Leu Asp Met Asp Met Pro Gly Ala Ile Ser Trp Gly Ser Asp Ser Ala
290 295 300
Thr Asn Ser Tyr Phe Gly Asn Asn Leu Thr Ala Met Ile Asn Asn Gly
305 310 315 320
Ser Leu Ser Glu Ser Arg Leu Asp Asp Met Val Lys Arg Ile Leu Thr
325 330 335
Pro Tyr Tyr Tyr Leu Asn Gln Asp Ser Glu Asp Tyr Pro Thr Ile Asp
340 345 350 .
Leu Asp Thr Ala Gln Leu Ser Tyr Gly Leu Phe Gly Asp Asp Leu Pro
355 360 365
Ser Phe Leu Tyr Ser Phe Asn Met Gly Asn Leu Ser Asp Ile Asn Arg
370 375 380
Asp Val Arg Asp Asn His Arg Asp Leu Ile Arg Glu Ile Gly Gly Ala
385 390 395 400
Ser Ala Val Leu Leu Lys Asn Val Asp Asn Thr Leu Pro Leu Ser Lys
405 410 415
Ser Ile Lys Arg Ile Ser Val Phe Gly Asn Asp Ala Ala Asp Leu Ser
420 425 430
Gly Gly Pro Tyr Asp Pro Ser Asn Thr Asn Gly Val Leu Ala Val Gly
435 440 445
Gly Gly Ser Gly Ala Gly Arg Phe Thr Asn Leu Ile Ala Pro Leu Glu
450 455 460
Ala Ile Lys Tyr Arg Asn Pro Gln Ala Leu Val Gln Tyr Val Thr Asp
465 470 475 480
Asn Thr Leu Leu Thr Gln Asp Ala Ser Ser Thr Leu Asp Thr Val Tyr
485 490 495
Pro Thr Ala Asp Val Cys Leu Val Phe Leu Lys Ser Tyr Ala Thr Glu
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5

Gly Tyr Asp
515
Val Glu Ala
530

Leu His Ser
545
Ile

Thr Gly

Ile Val
5
Tyr Thr
595
Phe Thr
610
Thr

Ser
Pro
Asn
Phe

625
Ile

Glu

Thr Pro

Ser Ile Ser
6
Ala Thr
675
Pro Asp
690

Thr

Ser
Asn
Asn

705
Phe

Gly

Pro Ser

Val Val

7

Lys
Gln Arg

755
Trp
770

Val Leu Ala Gly Trp Ser Ser Arg Asp

785
Thr Leu Leu

<210> 2

<211> 2412
<212> ADN
<213>
<400> 2

atggttcggt
tacattgttg
gccttectece
gtcaccggcg
aatggactgt
tttcccgeag
gtgcagatgg
ggacctctcg
tatcttacag
gcctgcggaa
tcaaacggca
gaattgtatc
agctacaacc
ctcaaagagg
ggtctcgact
tctgatagtg
agtctctcag
ctcaatcagg
gggttgtttg
gatattaatc
agtgccgtece
atctcggtct
actaacggag
gcacccctag
aataccctcc
gtatgtcttg
gcagacgaca
acagtcgtca
attaccggaa
gtgttgtttg
agtgattaca
tggcagtcga
atcacgccge

00

Arg Thr Thr

Val Thr Ser

505

520

Tyr Gly

535

Val Gly Ala

550
Ile Ile
565
Asp Val
80
Ile Ala

Asp Ile

Ala
Leu
Tyr

Asp

Asn Leu

Ala His

23512

Leu Ile Ala Asp Asp Asn

525
Gly Cys Pro
540
Leu Pro Trp
555

Leu Pro Gly

570

Phe Gly

585
Asn Glu
600

Asn Ser

615

Gly Leu
630

Arg Tyr Glu

645
Asn Leu
60
Pro Cys

Leu Tyr

Met

Leu

Ser

Thr

Ile Asp

Phe Gly

Asp Val Ser

Ser Asp Tyr
605
Ala Asn
620
Tyr Arg His
635

Tyr Gly

Asp

Leu

650

Ile Ser

665
Leu Asn
680

Val Leu

695

Lys Val
710

Phe Gln Thr

725

Leu Arg Gly

40

Val Thr Leu Thr

Asp Val val Gln Gln

Ala

Gly Arg

Asn Val

Thr Asn Val

Gly Thr Vval
685
Ser Val
700
Ala Val Pro
715

Ser Gly

Ala

Asp

730

Phe Asp
745
Phe Asn
760

Glu Trp

775

790

caacgattct
agcaggtctt
gcgccaccac
tcacgggcce
gtttacaaga
gtgtgtctgt
cggctgagtt
gacgctctge
gcatctcctt
aacactatat
caactgagca
tatggccatt
gtatcaacga
agctcgggtt
ccgcgctatce
ccaccaactc
agtcgaggct
attcggagga
gggatgattt
gtgacgttag
ttctcaaaaa
ttggaaacga
tcctagcetgt
aagcaatcaa
tcacacaaga
tattcctcaa
actccaccgce
tcctgcactce
taatcgcagc
gcgatgtcag
atgcgcccat
actttaccga
ggtatgagtt

Acremonium cellulolyticus

cacaactgtc
tccatctece
cgccgtegea
atgcgtcgga
tggaccttta
ggcggcgact
tagggagaag
cctcggegge
cgccgagacc
cggctacgag
agaagcagtt
ctacgaaggc
gacgtatgca
tcagggctat
cgggttggat
gtattttggg
tgatgatatg
ttatccgacc
gccttcttte
agacaatcat
cgtagacaac
tgcagccgac
tggcggtgga
ataccgaaac
tgcttcaagt
atcctacgca
tctcgtcgaa
cgtcggcgcea
gcatctcccce
tccatcegge
cgtgaatttc
gggcttgatg
tggatatgga

Arg Thr Asp

Leu Arg Arg
765

Ile Pro
780

Leu Pro

795

val

gctcttgggg
aacgcaaccg
gaactaaaca
aacatcgcgg
gctatccgtce
tgggatagag
ggtgcgcatg
agaaactggg
atcaaaggaa
caagaaaccc
tcctctaata
gtaaaagctg
tgtcaaaaca
gtcgtgtcag
atggatatgc
aacaatctaa
gtgaagcgca
atcgatcttg
ttgtattctt
cgcgacctca
actctccect
ctatccggeg
tcaggagcag
cctcaagcct
acattggaca
acagaaggct
gccgtcacca
aacctcctac
ggagaacaag
aaattgccct
acggacatcg
atcgattacc
ttgtcgtaca

510
Ser Thr

Ser Thr Val

Ala Asp Asn
560

Glu Gln Ala
575

Pro Ser

590

Asn

Gly

Ala Pro

Ile Trp Gln

Phe Asp Tyr

640

Ser Tyr Thr
655

Ser Ser

670

Ala

Gly

Pro Pro

Gln Val Thr

Gln Val Tyr
720
Leu Pro
735

Leu

Gly

Asp
750
Met

Lys

Asp Val

Ser Gly Asp

Leu Ser Gly

800

cacagttggt
gggccggaga
tcactgaaaa
caatcccgeg
aagttagtta
atttgcttta
tcgcgettgg
agggtttctc
tgcaatctca
aacgcaaccc
tcgacgaccg
gtatggcatc
gcaagactct
actggggtgg
ccggcgcaat
ccgcgatgat
tcctgacgec
atacggcgca
tcaatatggg
ttcgagagat
tatcgaaaag
gaccgtacga
gtcgcttcac
tggtgcaata
ccgtctacce
acgaccgcac
gctacggcgg
cctgggcgga
ccggcaactc
acacaatcgc
acaacagcga
gtcatttcga
caaatttctc
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Ala Leu

vVal Ile

Ala Asn

Gly Asn

Lys Leu

Ile Val

Ser Asn

Asn Asn

Asn Phe

Ala Vval

Gly
Gln

Leu Ser

Thr Pro

Ala Gly

Ser Ser

Phe Gly

Ser Leu

tcaaggccag
ctggcacgca
ggccttecta
cattggcttc
tgcgagtgtg
tcagcggggt
gcccgtegea
acccgatcca
aaacgtgcag
ctcaacatac
cacactccac
tgtcatgtgce
caacggcctg
gacgcactct
cagctggggt
caacaatggc
gtattattat
gttgtcgtac
gaatctgtca
aggcggtgece
cataaaacgc
tccatcaaac
gaatctcatc
tgtcacggat
taccgctgat
cacattaatc
ctgtcccage
caacgccaat
catcgtggac
gtacaacgag
cgcgaatata
ttataataac
gatatcgaat

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
1920
1980



ttattgattt
gggactgttg
gtcacaattc
ttccetteat
cgcgggtttg
ctcaggcgta
ggagattttg
acgttgctgt

cgacgaatgt
caccgccagg
agaacacagg
ttcagacaaa
ataggaccga
tggatgtttc
gtgtgttgge
aa

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>

3
2567
ADN

tagcagtggce
agggaatcca
caaagtcgca
tgtttctggt
cgacctgaaa
gtcgtgggat
cggttggagt

Acremonium cellulolyticus

CDS

doan gen nbéi (1..88,141..463,517..645,696..2567)
/gen = “BGL”, /san phdm gen

exon
<1..88
/s6 luong

intron
89..140
/sé luong

exon
141..463
/sé luong

intron
464..516
/s6 luong

exon
517..645
/sb6 luong

intron
646..695
/sb luong

exon
696..2567

1,

<223> /sbé
<400> 3

atggttcggt
tacattgttg
caccaactag
ccgcgccacc
cgtcacgggc
gtgtttacaa
aggtgtgtct
ggcggctgag
atcaggatag
tctgcecteg
tccttegeceg
caccctttca
acgagcaaga
cagtttcctc
aaggcgtaaa
atgcatgtca
gctatgtcgt
tggatatgga
ttgggaacaa
atatggtgaa
cgaccatcga
ctttcttgta
atcatcgcga
acaacactct
ccgacctatc
gtggatcagg
gaaaccctca
caagtacatt
acgcaacaga
tcgaagccgt
gcgcaaacct
tcccecggaga

luong 4,
caacgattct
agcaggtctt
tcgattacag
accgccgtceg
ccatgcgtcg
gatggacctt
gtggcggega
tttagggaga
gcatatgctg
gcggcagaaa
agaccatcaa
aagcgagata
aacccaacgc
taatatcgac
agctggtatg
aaacagcaag
gtcagactgg
tatgcccggce
tctaaccgeg
gcgcatcctg
tcttgatacg
ttctttcaat
cctcattcga
ccccttateg
cggcggaccg
agcaggtcgc
agccttggtg
ggacaccgtc
aggctacgac
caccagctac
cctaccctgg
acaagccggce

/gen =

/gen =

/gen =

/gen =

/gen =

/gen =

cacaactgtc
tccatctcgt
ccaacgcaac
cagaactaaa
gaaacatcgc
tagctatccg
cttgggatag
agggtgcgca
atattgtctg
ctgggagggt
aggaatgcaa
ctgatgagag
aacccctcaa
gaccgcacac
gcatctgtca
actctcaacg
ggtgggacgc
gcaatcagct
atgatcaaca
acgccgtatt
gcgcagttgt
atggggaatc
gagataggcg
aaaagcataa
tacgatccat
ttcacgaatc
caatatgtca
taccctaccg
cgcaccacat
ggcggctgte
gcggacaacg
aactccatcg
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gcggtatcgg
gatctgtaca
ggtcgtgccg
gatggactgc
gcaggtcagc
gtggtgcagc
agtcgtgatt

= “BGL”

“BGL”

“BGL”

“BGL”

“BGL"

“BGL”

“BGL”

“BGL”

gctcttgggg
aagtacctcc
cggggccgga
catcactgaa
ggcaatcccg
tcaagttagt
agatttgctt
tgtcgcgett
atcaggcccg
ttctcacccg
tctcaaaacg
gactagcctg
catactcaaa
tccacgaatt
tgtgcagcta
gcctgctcaa
actctggtct
ggggttctga
atggcagtct
attatctcaa
cgtacgggtt
tgtcagatat
gtgccagtgce
aacgcatctc
caaacactaa
tcatcgcacc
cggataatac
ctgatgtatg
taatcgcaga
ccagcacagt
ccaatattac
tggacgtgtt

cgaccccgtg
ccgtgcettge
tgccgcaggt
cgactccggt
gggttacgct
aggaatgggt
tgcctttgag

cacagttggt
tcacccttca
gactggcacg
aaggccttcc
cgcattggct
tatgcgagtg
tatcagcggg
gggtacgttc
tcgcaggacc
atccatatct
tgcagggtaa
cggaaaacac
cggcacaact
gtatctatgg
caaccgtatc
agaggagctc
cgactccgeg
tagtgccacc
ctcagagtcg
tcaggattcg
gtttggggat
taatcgtgac
cgtccttcte
ggtctttgga
cggagtccta
cctagaagca
cctecctcaca
tcttgtattc
cgacaactcc
cgtcatcctg
cggaataatc
gtttggcgat
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ctctcttaat
cagtgtgcaa
ttatctcteg
aaaagtactt
gacatttaat
gattccatca
tgggagtttg

2412

tcaaggccag
aataatcacc
cagccttect
tagtcaccgg
tcaatggact
tgtttcececge
gtgtgcagat
ttaaaccaat
tcteggacge
tacaggcatc
gccttactac
tatatcggcet
gagcaagaag
ccattctacg
aacgagacgt
gggtttcagg
ctatccgggt
aactcgtatt
aggcttgatg
gaggattatc
gatttgcctt
gttagagaca
aaaaacgtag
aacgatgcag
gctgttggeg
atcaaatacc
caagatgctt
ctcaaatcct
accgctctcg
cactccgtcg
gcagcgcatc
gtcagtccat

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

60
120
180
240
300

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
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ccggcaaatt gccctacaca atcgcgtaca acgagagtga ttacaatgcg cccatcgtga 1980
atttcacgga catcgacaac agcgacgcga atatatggca gtcgaacttt accgagggct 2040
tgatgatcga ttaccgtcat ttcgattata ataacatcac gccgcggtat gagtttggat 2100
atggattgtc gtacacaaat ttctcgatat cgaatttatt gatttcgacg aatgttagca 2160
gtggcgcaggt atcggcgacc ccgtgctctc ttaatgggac tgttgcaccg ccaggaggga 2220
atccagatct gtacaccgtg cttgccagtg tgcaagtcac aattcagaac acaggcaaag 2280
tcgcaggtcg tgccgtgecg caggtttatc tctcgttcce ttcatttcag acaaatgttt 2340
ctggtgatgg actgccgact ccggtaaaag tacttcgecgg gtttgatagg accgacgacc 2400
tgaaagcagg tcagcgggtt acgctgacat ttaatctcag gcgtatggat gtttcgtcgt 2460
gggatgtggt gcagcaggaa tgggtgattc catcaggaga ttttggtgtg ttggccggtt 2520
ggagtagtcg tgatttgcct ttgagtggga gtttgacgtt gctgtaa 2567
<210> 4

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> M6 ta trinh tu nhé&n tao: DPoan mdi

<400> 4

tcctccaagt tacccatggt tcggtcaacg 30
<210> 5

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

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

<400> 5

cgcttcgtcg accccttaca gcaacgtcaa 30
<210> 6

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhadn tao

<220>

<223> M& ta trinh tu nhan tao: DPoan mdi

<400> 6

atgctcggga gctttggatt tcctacgtct tc 32
<210> 7

<211> 33

<212> BADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> M6 ta& trinh tu nhan tao: Poan moi

<400> 7

atgcatatgt cgagagtgtt gtgtgggtca acg 33
<210> 8

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Doan mdi

<400> 8

atggtcgacg aagcgtaaca ggatagccta gac 33
<210> 9

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Doan mdi

<400> 9

atgcccgaga gtaacccatt cccggttcte tag 33
<210> 10

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Mb ta trinh ty nh&n tao: DPoan mdi

<400> 10

atggctagca gatctcgcgg cagggttgac 30
<210> 11

<211> 40

<212> ADN
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<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> M6 ta trinh tu nhén tao: Poan mdi
<400> 11

atggtcgacc ccgggtaact tggaggacgg aagaaaagag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 12
Met Ser Ala Leu Asn Ser
1 5
Gly Ser Leu Leu
20
Ala Glu Thr His
35
Ser Cys Thr
50
Trp Val His
65
Trp Asn Ser

12
529
PRT

Ala Thr

Pro Ser

Thr Asn Ser
55
Val Asn
70

Ile

Gly

Ala

85

Ala Leu Asp Gly
100

Gly Asn Ser Leu

115
Arg Thr Tyr Leu
130
Leu Asn Gln Glu Phe Thr
145 150
Gly Leu Asn Gly Ala Leu
165

Val Ser Lys Tyr Pro Asn
180

Tyr Cys Asp Ser
195

Ala Asn Val

210

Ile Gly Asn

225

Asn

Cys
Ala Asp
Arg Leu

Ala
135

Met

Gln Cys
Glu Gly Trp
215
Gly Ala
230
Ser Glu Ala
245 i
Ser Val Cys Thr Thr
260
Tyr Ala Gly
275
Leu Gly Val
290
Thr Lys Pro Phe
305 310
Ser Thr Gly Ser Leu Ser
325
Val Vval Ile Pro Gln Pro
340
Val Ile Asn Ser
355
Thr Ala Ser Phe
370
Met Glu Ala Gly
385 390
Val Asn Met Leu Trp Leu
405
Thr Pro Gly Ala Ala Arg
420
Lys 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
His Trp Gly Gln Cys Gly
B 500
Val”"Ser Gly Thr Thr Cys

His
Ser Ile
Leu
Arg Thr Cys

Arg Thr Asp
295

Thr val

Asp Tyr

Ser Lys
375
Met Val

Acremonium cellulolyticus

Xenlobiohydrolazal

Phe Asn Met
10
Ala Gly Ala
25
Leu Ser
40
Gly Ala

Tyr Lys

Gln Gln

30
Thr Cys
45
Leu

Trp Ser

Ile Thr
60
Thr Asn
75
Asp Thr Asp
90
Tyr Ser Gly
105
Phe

Asp

Thr Ser Cys Tyr

Ala Ser Cys

Thr Tyr Gly

110
Asn Val Thr Ser
120

Asp

Gly
125
His Tyr
140
Val Asp Val
155
Phe Val Thr Met
170
Lys Ala Gly Ala
185
Arg

Asn Thr Gln

Phe Thr Ser

Tyr Asp
Gln
190
Phe

Asn

Pro
200
Thr

Asp Leu Lys
205
Ser Ser Asn Asn
220
Ala Glu Leu Asp
235
Thr Pro His Pro Cys
250
Ala Cys
265
Pro

Pro

Cys Cys

Leu
Asp Gly Gly Thr
270
Gly Cys Asp
285

Ser Gly Lys
300

Gln Phe Val Thr
315

Ile Arg Arg Tyr Tyr

330

Ser Lys

345

Ala Ala

Asp
280
Phe

Asp

Tyr Gly

Val Thr

Glu
Ser Ile Ser Gly
350
Glu Ile Ser
365
Leu Thr Asn
380
Val Met Ser Leu Trp
395
Ser Thr Tyr Pro Thr
410
Thr Cys Ala Thr Thr
425 430
Gly Ser Ser Tyr Val
445
Thr Phe Ser Gly
460
Ser Arg Thr
475
Thr Ser Thr Gly
490
Gln Gly Trp Thr
505
Thr Vval Val Asn Pro

Cys
360
His Gly Gly
Leu
Asp
Gly

Ser
440
Asn Ser

Thr Ala Thr

Ser Thr

Gly Gly
510
Tyr

Lys
Ala
Thr

Ala

95

Ile
Asn
Ile
His
Ala
175
Tyr
Ile
Ala
Ile
Asp
255
Tyr
Phe
Thr
Asn
Val
335
Ile
Thr
Met
Asp
Asn
415
Ser
Thr
Gly
Thr
Gly
495

Pro

Tyr
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Ser Ala Leu
15
Ile Gly Thr

Ser
Asn
Gly
80
Gln
Thr
vVal
Phe
Leu
160
Asp
Gly
Ala
Asn
Trp
240
Thr
Ser
Asn
Val
Asp
320
Gln
Ser
Phe
Ala
Asp
400
Ala
Gly
Phe
Ser
Thr
480
Val

Thr

Ser

Asn
Asp
Thr
Gly
Asp
Pro
Gly
Val
Gly
Thr
Glu
Pro
Ser
Pro
Asp
Gly
Asn
Gly
Gly
Ala
Tyr
Thr
Asp
Ser
Ser
Ser
Ala
Thr

Gln

Leu
Thr
Gly
Arg
Thr
Cys
Ser

Ser

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

Ala

40
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515 520 525
Leu

<210> 13
<211> 226
<212> PRT
<213> Acremonium cellulolyticus
<220>
<223> Endoglucanaza
<400> 13
Met Lys Leu Thr Phe Leu Leu Asn Leu Ala Val Ala Ala Ser Ala Gln
1 5 10 15
Gln Ser Leu Cys Ser Gln Tyr Ser Ser Tyr Thr Ser Gly Gln Tyr Ser
20 25 30
Val Asn Asn Asn Leu Trp Gly Glu Ser Ser Gly Ser Gly Ser Gln Cys
35 40 45
Thr Tyr Val Asn Ser Ile Ser Ser Ser Gly Val Ser Trp Ser Thr Thr
50 55 60
Trp Asn Trp Ser Gly Gly Ser Thr Ser Val Lys Ser Tyr Ala Asn Ser
65 70 75 80
Gln Leu Ser Gly Leu Thr Lys Lys Leu Val Ser Asn Leu Gln Ser Ile
85 90 95
Pro Thr Ser Val Gln Trp Ser Tyr Ser Asn Thr Asn Ile Val Ala Asp
100 105 110
Val Ser Tyr Asp Leu Phe Thr Ala Ala Asp Ile Asn His Val Thr Tyr
115 120 125
Ser Gly Asp Tyr Glu Leu Met Ile Trp Leu Gly Lys Tyr Gly Gly Ala
130 135 140
Gln Pro Leu Gly Ser Gln Ile Gly Thr Ala Asn Val Gly Gly Ala Thr
145 150 155 160
Trp Gln Leu Trp Tyr Gly Val Asn Gly Ser Gln Lys Thr Tyr Ser Phe
165 170 175
Val Ala Ser Ser Gln Thr Thr Ser Trp Asn Gly Asp Ile Leu Gln Phe
180 185 190
Phe Lys Tyr Leu Gln Ser Asn Gln Gly Phe Pro Ala Ser Ser Gln Tyr
195 200 205
Leu Ile Asp Leu Gln Phe Gly Thr Glu Pro Phe Thr Gly Ser Gln Thr
210 215 220
Thr Leu
225
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YEU CAU BAO HO
1. Enzym B-glucosidaza chira mién xic tac ciia p-glucosidaza bao gdm:
(A) polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1,

(B) polypeptit chtra trinh tw axit amin thu dugc bang cach loai bd, thay thé hodc bd
sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va cé
hoat tinh B-glucosidaza, hodc

(C) polypeptit chira trinh tr axit amin ¢6 d6 tuong déng Vi trinh tr axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.1 bang 92% hoic cao hon, va c6 hoat tinh B-glucosidaza.

2. Enzym B-glucosidaza theo diém 1, trong d6 enzym nay c¢6 hoat tinh B-glucosidaza & do
pH nim trong khoang tir 3,0 dén 5,5 va nhiét 6 ndm trong khodng tir 30°C dén 60°C va
st dung co chét 13 p-nitrophenyl B-D-glucopyranosit.

3. Polynucleotit chira ving ma héa mién xdc tac ciia enzym p-glucosidaza bao gom:

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

(b) trinh ty bazo ma hoéa polypeptit chira trinh tu axit amin thu dugc bang cach
loai bé, thay thé hodc bd sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO.1, va cé hoat tinh B-glucosidaza, hdéc

(c) trinh ty bazo ma héa polypeptit chtra trinh ty axit amin ¢6 d6 twong ddng véi
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 béng 92% hodc cao hon, va cé hoat tinh

B-glucosidaza.

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

biéu hién polypeptit c6 hoat tinh B-glucosidaza & té bao vat chi.

5. Thé bién nap, trong d6 thé bién nap nay chira vecto bidu hién theo diém 4.
6. Thé bién nap theo diém 5, trong d6 thé bién nap nay 12 sinh vét nhan that.
7. Thé bién nap theo diém 5, trong d6 thé bién nap nay 1 ndm soi.

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

tinh B-glucosidaza trong thé bién nap theo diém bét k¥ trong sb cac diém tixr 5 dén 7.
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9. Hon hop xenlulaza chta enzym p-glucosidaza theo diém 1 hodc 2 hoic enzym

B-glucosidaza thu dugc bang phuong phap theo didm 8, va it nhit mot loai xenlulaza
khac.

10. Phuong phap san xuat san phdm phan giai xenluloza bao gdm budc tao ra san phim
phan gidi xenluloza bing cich cho nguyén lidu chira xenluloza tiép xtc v6i enzym
B-glucosidaza theo diém 1 hodc 2 hodc enzym B-glucosidaza thu duoc bing phuong phap

theo diém 8.

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

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

12. Phuong phap theo diém 10, trong d6 phuong phép nay con bao gdm bude cho nguyén
liéu chira xenluloza tiép xtic vé6i xenlobiohydrolaza chira trinh tu axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO.12 va endoglucanaza chtra trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.13.

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

it nhit mot loai hemixenlulaza.
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MW (kDa)
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Fig.1

-38-



23512

9l Gl

1 T o S

it

{upd) nuy wers Loty
7l el gl LI 0l

TR R T o . g e B 9 P

0t

St

(Andid

< 0z

T4

Fums o 20N SOV AT «wwaen
Fms oq 2omp mATUY ——

0g

St

-39-



23512

¢80

() nnf wers oL,

Gl

7l £l ! Ll

0l

Loy

g

W G
oy g i W

- Sun uetd neg —

sun weid rgnry, -~

ot~

Ol

09

0L

08

-40-



23512

F81

(upd) nng weis WL

Pl

oL

cl Ll

—

sun weyd neg
Sun ued 29nry, w=e=--

01

Gi

0e

Ge

0g

(AW

-41-


NTH117
Textbox

NTH117
Textbox

NTH117
Textbox




