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(57) Sang ché dé cap dén ché pham enzym duong hoéa, ma hiéu suit dudng hoa tt co thé
dat dugc ngay ca v6i lugng sir dung it. Ché pham enzym dudng hoa dua sinh khéi trén co
s¢ lignoxenluloza dudi dang co chat vao xu ly duong hoa. Ché pham enzym duong hoa
bao gom endoglucanaza khong chira ving gin ket xenluloza, xenlobiohydrolaza chira viing
gin két xenluloza, va B-glucosidaza chtra viing gin két xenluloza.
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Linh vic ky thuit dwoc dé cap

Sang ché @& cap dén ché phim enzym dudng héa dé dua sinh khdi trén co so

lignoxenluloza vao xtr ly duong hoa.
Tinh trang k§ thuit cia siang ché

Nhién liéu xing pha etanol dugc nghién ciru gin ddy dé sir dung 1am nhién lidu cho
xe 0 t0. Béng cach st dung etanol sinh hoc dugc tao ra béng cach lén men va chung ct co
chét thyuc vat nhu 13 etanol, nguoi ta tin réng, néu viéc quan ly dit duoc thuc hién chit ché,
thi cai goi 1 tic dong trung hoa cacbon c6 thé dat dugc dé giam lwong cacbon dioxit phat

thai va gép phan ngén chin sy néng 1én toan cau.

Tuy nhién, vén d& 14 néu cac san pham ndng nghiép, nhur mia va ngd, duge sir dung
& dang co chét thuc vat, luong 16n cac san phim ndng nghiép ndy duge tiéu thu nhu 1a
ngudn nguyén liéu cho etanol, va viéc cung cip thue phim hodc thirc an chan nudi bi gidm
di. Do d6, cong nghé san xuét etanol sir dung sinh khdi trén co s& lignoxenluloza khong
thich hop lam thuc phém hoic thirc 3n chin nudi nhu 13 co chit thuc vét da duoc nghién
clru.

Do sinh khdi trén co s& lignoxenluloza chira xenluloza, etanol ¢ thé thu duoc bing
cach phan giai xenluloza thanh glucoza bang cach xir Iy dudng hoa sir dung enzym dudng
héa va lén men glucoza thu dugc. Béi vay, enzym duong hda, vi du, xenlulaza cé nguén

géc tr Acremonium cellulolyticus da dugc biét dén trude day (xem, vi duy, tai liéu Patent 1).

Do enzym dudng hoa dit tién, nén ndng do sinh khéi trén co s& lignoxenluloza 1am
co chét duoc dat & mirc thip trong subt qua trinh tao etanol dé giam luong st dung enzym
duong hoéa. Tuy nhién, néu néng do co chét duoc dat & mirc thép, thi nff)ng do dung dich
dudng héa thu duge ciing thap, va do d6 ndng do etanol tao thanh bing cach 1én men dung
dich duong hoa ciing trd thanh thip. Két qua 13, xay ra van d& 14 thoi gian va ngudn nhiét
cin dé chung cét giam, khi etanol thu dugc duge chung ct dén co dic.

Dé giai quyét vin dé nay, c6 thé hiéu rang ting ndng do co chit cling nhu vi¢e dung
enzym dudng héa dén mirc cao, dé dat dugc ndng do etanol cao, va lam giam ning luong
can dé co dic, chung cit etanol va phuong phép tuong tu, hiéu suit ning luong tdng cong
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duoc cai thién. Tuy nhién, trong trudng hop nay, vi enzym dudng hoa dit tién, nén van dé

1a chi phi tdng 1én do tang lugng sir dung.

Do do, d€ giai quy¢t van dé nay, mong muon la hiéu suat dudng hoa duoc duy tri va

dong thoi lwong ding enzym dudng hoa dugce gidm di.
Tai liéu tham khao:
Tai liéu Patent 1: Don ddng ky sang ché Nhat, cong bd don s6 2010-148427
Ban chit ky thuit cia sang ché
Vén d ky thuét can giai quyét
Tuy nhién, néu luong tdng enzym duong hoa don thuin dugc giam di, xay ra su bit

tién 14 hiéu suit duong hoa ciing giam di theo ty 1¢ voi luong enzym duong hoa.

Muc dich ctia sang ché la dé xuat ché pham enzym dudng hoa ma c6 thé loai bd su

bét tién nay va dat dugc hiéu suét dudng hoa tbt hon véi luong str dung thip.

Muc dich khéc ciia sang ché 1a dé xuét phuong phép san xudt dung dich duong hoéa

sir dung ché pham enzym dudng héa.
Giai quyét van dé
Theo cac nghién ctru clia téc gia sang ché niy, ngudi ta biét ring xenlulaza duge tach

chiét tir Acremonium cellulolyticus 13 hdn hop ciia nhidu xenlulaza bao gdm nhiing loai

khong hiéu qua 1am trong viéc dudng hoa sinh khéi trén co s& lignoxenluloza.

Do d6, ngudi ta hiéu ring, bang cich don gian lam giam tong Iuong hdn hop
xenlulaza, cac xenlulaza véi hi¢u qua tot hon trong viéc dudng héa sinh khdi trén co s&
lignoxenluloza ciling nhu céc xenlulaza khong c6 cac hi¢u qua nay duoc gidm di ngang

nhau, va hiéu suat duong héa dugce giam ty 1€ védi lugng enzym duong hoa.

Céc tac gia sang ché nay nghién ctru nhiu khia canh khéc nhau vé hiéu sut duong
héa clia cac xenlulaza riéng biét ma duoc chira trong hdn hop xenlulaza so véi sinh khdi
trén co sé lignoxenluloza. Két qua 13, da tim thdy ché phdm enzym duong hoa bao gbm sur
két hop cu thé ciia cac xenlulaza c6 thé thé hién hiéu suét cao hon trong viéc duong hoa

sinh khéi trén co s& lignoxenluloza, do d6, hoan thanh sang ché nay.
Nghia 13, theo sang ché, ché phim enzym dudng héa dé dua sinh khéi trén co s&
lignoxenluloza duéi dang co chat vao xir 1y dudng hoa duge dic trung & chd ché phim
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enzym dudng héa bao gdm endoglucanaza khong chita ving gin xenluloza,

xenlobiohydrolaza chira viing gin két xenluloza, va p- glucosidaza chira viing gin xenluloza.

G day, endoglucanaza 1a enzym dudng hoa dé thily phan xenluloza tir viung bén
trong ctia n6 thanh chudi B-1,4-glucan ngin hon. Hon nita, xenlobiohydrolaza 13 enzym
duong héa dé thiy phan xenluloza hogc chudi B-1,4-glucan ngin hon tir diu ctia n6 thanh
xenlobioza. Hon nita, B-glucosidaza 14 enzym duong héa dé thuy phan xenlobioza thanh
glucoza. Trong khi d6, ving gin xenluloza nghia 14 cAu tric gan két enzym duong hoéa 1én

bé mit xenluloza.

V6i ché phim enzym duong hoa theo sang ché, dau tién, endoglucanaza tac dong
dén sinh khéi trén co s lignoxenluloza. Do endoglucanaza khong chira mién gin két
xenluloza, nén né khong grfm két véi vi tri dic hiéu trén bé mat xenluloza chira trong sinh
khéi trén co s& lignoxenluloza dudi dang co chit, va c6 thé tiép xtc cac vi tri khong dac
hiéu trong pham vi rdng ctia chudi phan tir cia xenluloza va thu duge chudi B-1,4-glucan

ngin hon.

Mit khac, néu endoglucanaza chira mién gin két xenluloza, endoglucanaza s€ & lai
vung phén tng thlly phén, ngay ca khi n6 da thity phan xenluloza thanh chudi B-1,4-glucan
ngén hon. Két qua 13, co hoi tiép xtc gitra endoglucanaza va xenluloza khac bi giam di va

hiéu qua tao ra chudi B-1,4-glucan ngén hon ciing bi giam.

Do xenlobiohydrolaza chita mién gin két xenluloza, n6 thuong gin két voi
xenluloza va thity phan xenluloza tir dAu ciia n6 d& thu dugc xenlobioza, nhumg néu c6 mat
chudi B-1,4-glucan ngén hon, thi né ciing gin voi chudi B-1,4-glucan ngin hon va thuy
phén chiing tir dAu ctia n6 dé tao thanh xenlobioza. Do d6, néu chudi B-1,4-glucan ngén hon
duoc tao ra bang endoglucanaza, thi s§ diém khéi diu phén ung cho xenlobiohydrolaza

tang va su tao ra xenlobioza bang xenlobiohydrolaza duoc xuc tién.

Hon nita, do B-glucosidaza cling chira mién gin két xenluloza, B-glucosidaza cling
cO mdt trong ving phdn Umg noi ma xenlobiohydrolaza tao thanh xenlobioza. Do d9,
xenlobioza thu dugc bing xenlobiohydrolaza c6 thé bi thily phan ngay 1ap tirc bang B-
glucosidaza thanh glucoza.

Do d6, v6éi ché pham enzym dudng hoéa theo sang ché, endoglucanaza,

xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza hop tac dé dudng héa xenluloza chira trong sinh khdi
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trén co s& lignoxenluloza dudi dang co chat, dé hiéu suat duong héa c6 thé duoc cai thién

va c6 thé thu dugc hidu suat duong héa tdt hon véi luong st dung it.

Mién gén két xenluloza chira trong p-glucosidaza cia ché phim enzym dudng hoéa
theo sang ché t6t hon 1a chira trinh ty axit amin c6 d twong ddng khong nhd hon 70% so

v4i trinh tyr axit amin clia mién gan két xenluloza chira trong xenlobiohydrolaza.

Do trong ddng cia trinh tyr axit amin cia mién gin két xenluloza cang cao thi kha
ning gin két vao cing vi tri cang cao, khi cac mién gin két vao bé mat xenluloza hoic
chudi B-1,4-glucan ngin hon. Do d6, néu xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza chira céc
mién gin két xenluloza véi trinh ty axit amin c6 do turong dong khong nhd hon 70% duoc
str dung, va khi xenlobiohydrolaza tao ra xenlobioza, kha ning ton tai B-glucosidaza trong
cung vung phan tng tang Ién.

Do d6, véi ché phdm enzym duong héa theo sang ché, endoglucanaza,
xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza c6 thé hop tac dé thue hién su dudng hoa dat hi¢u qua

hon.

Trong khi néu sy twrong ddng 1a nhé hon 70%, xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza

c6 thé khong c6 mit déng ké trong cing vung phan Gng.

Trong ché phim enzym dudng héa theo sang ché, ndng do tdng ctia endoglucanaza,
xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza tét hon 14 ndm trong khoang tir 30 dén 80% theo khdi

lwong so véi tong khdi lwong ché phdm enzym duong hoéa.

Néu ndng do tdng ctia endoglucanaza, xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza 1a 80%
theo khéi lwgng hodc cao hon so véi tong khéi lrong ché phdm enzym duodng hoéa, thi hiéu
qué dudng héa gidm, va do d6, tt hon 1a nén chira hemixenlulaza ching han nhu xylanaza.
Néu ndng do téng cua endoglucanaza, xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza nhé hon 30%
khdi Iugng so véi tong khdi luong ché phim enzym dudng hoa, thi c6 thé khong dat duoc
du hiéu suit duong hoa.

Vi du vé& endoglucanaza trong ché phim enzym dudng hoa theo sang ché co thé
chira trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1. Vi du vé xenlobiohydrolaza trong ché
phidm enzym dudng héa theo sang ché ¢6 thé chira trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO:2. Vi du vé B-glucosidaza trong ché pham enzym dudng héa theo sang ché c6 thé chira
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:3.
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Ché phdm enzym duong hoa theo sang ché t6t hon 13 bao gdm endoglucanaza,
xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza & ty 18 khdi luong nim trong khoang 0,2 @én 2,5: 1 :
0,2 dén 2,5.

Néu ty 1¢ khéi luong ctia endoglucanaza so v6i khéi luong cia xenlobiohydrolaza la
nho hon 0,2, thi téc do tao ra chudi B-1,4-glucan ngén hon dugc tao ra tir xenluloza béng
endoglucanaza 1a qua chdm so véi tdc do tao ra xenlobioza dugc tao ra tir chubi ngén B-1,4-

glucan bing xenlobiohydrolaza, va c6 thé khong dat duge du hiéu qua dudng hoa.

Mit khac, néu ty 1¢ khéi luong cia endoglucanaza so v6i xenlobiohydrolaza vuot
qua 2,5, thi tbe d0 tao ra chudi B-1,4-glucan ngén hon dugc tao ra tir xenluloza béng
endoglucanaza 1a qué cao so véi tbe do tao ra xenlobioza dugc tao ra tir chudi B-1,4-glucan

ngén hon bang xenlobiohydrolaza, va c6 thé khong dat dugc dd hiéu qua dudong hoda.

Trong khi d6, néu ty 18 khéi lwong cua B-glucosidaza so véi xenlobiohydrolaza 1a
nhd hon 0,2, tdc d6 tao ra glucoza dugc tao ra tir xenlobioza bang p-glucosidaza la qua thip
so voi tbe dd tao raxenlobioza duge tao ra tr chudi B-1,4-glucan ngén hon béng

xenlobiohydrolaza, va ¢6 thé khong dat duge da hiéu qué dudng hoa.

Mit khac, néu ty 1& khéi lugng cua B-glucosidaza so véi xenlobiohydrolaza vurgt qua
2,5, tbe do tao raglucoza dugc tao ra tir xenlobioza béng B-glucosidaza 1a qua cao so véi tie
d0 tao raxenlobioza tir chudi B-1,4-glucan ngin hon bing xenlobiohydrolaza, va c6 thé

khong dat dugc du hi¢u qua duong hoa.

Ché phim enzym dudng héa theo sang ché co thé con chira xylanaza hodc
xylosidaza. Nho chira xylanaza hogc xylosidaza, ché phim enzym duong hoéa c6 thé dudng
héa hemixenluloza chira trong sinh khdi trén co s& lignoxenluloza duéi dang co chét va thu
dugc xyloza. Do d6, ché pham nay co6 thé 1am ting tbc do duong hoa cta sinh khéi trén co ;

s& lignoxenluloza duéi dang co chét.

Phuong phép tao ra dung dich duong hoa theo sang ché 1a phuong phép tao ra dung
dich duong héa bao gdém viéc thém enzym duong hoa vao sinh khdi trén co s
lignoxenluloza dudi dang co chit dé tao ra hdn hop co chit/enzym dudng hoa, va sau dé
dua hdn hop co chit/enzym dudng hoa vao xir Iy dudng hoa dé san xuit dung dich dudng
héa, trong do phuong phéap ny dic trung & chd, dudi dang enzym dudng héa, it nhat mot

endoglucanaza khong chira viing gin két xenluloza, xenlobiohydrolaza chira mién gin két
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xenluloza, va B-glucosidaza chira viing gan két xenluloza dugce thém vao dong thoi véi co

chét.

Néu enzym dugc thém vao dong thoi nhur trén, ddu tién endoglucanaza tac dong dén
xenluloza chira trong sinh khéi trén co s& lignoxenluloza. Do endoglucanaza khong chira
viing gin két xenluloza, khi thém véo co chét, n6 khong gén két véi vi tri dic hiéu cua bé
mit xenluloza va c¢6 thé tiép xuc cac vi tri khong dic hiéu trong pham vi rong cia chudi

phan tir cia xenluloza dé thu duoc chudi ngén p-1,4-glucan.

Vi xenlobiohydrolaza chira mién gén két xenluloza, n6 thuong gin vé6i xenluloza va
thity phan xenluloza tir dAu ctia né dé thu duoc xenlobioza, nhung néu ¢6 mat chudi B-1.4-
glucan ngén hon, né ciing gin két voi chudi B-1,4-glucan ngin hon va thity phan chudi
ngén nay tir dau ciia n6 dé thu duge xenlobioza. Do d6, néu chudi ngén p-1,4-glucan duoc
tao ra bang endoglucanaza, thi s6 diém khéi dau phan tng xenlobiohydrolaza ting 1én va

viéc tao ra xenlobioza bing xenlobiohydrolaza dugc thuc ddy.

Hon nita, do B-glucosidaza ciing chita ving gén két xenluloza, B-glucosidaza cling
c6 mit trong ving phan tmg, trong d6 xenlobiohydrolaza san xuét xenlobioza. Do do,
xenlobioza dugc san xuét bing xenlobiohydrolaza dwoc thily phan ngay 1ap tirc bing p-

glucosidaza thanh glucoza.

Do d6, theo phuong phap sin xudt dung dich dudng héa theo sang ché,
endoglucanaza, xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza hop tac d duong héa xenluloza chira
trong sinh khdi trén co s& lignoxenluloza, ¢6 thé san xuit hiéu qua dung dich dudng héa c6

nong do dudng cao.

Phuong phap san xuét dung dich duong hoa theo sang ché 1a phuong phéap san xuét
dung dich dudong héa bao gdm viéc thém enzym dudong héa vao sinh khdi trén co s&
lignoxenluloza dudi dang co chét tao ra hdn hop co chit/enzym dudng hoa, va sau do dua
hén hop co chit/enzym duong héa vao xir Iy duong hoa dé san xudt dung dich duodng hoa,
trong d6 phuong phap ndy dic trung & chd, dudi dang enzym dudng hoa, it nhit mot
endoglucanaza khong chira mién gén két xenluloza dugc thém vao co chét, va sau d6 it nhét
xenlobiohydrolaza chira mién gin két xenluloza, va B-glucosidaza chira mién gan két

xenluloza duoc thém vao.

Néu endoglucanaza duge thém vio trude do nhu néu trén, xenlobiohydrolaza va B-
glucosidaza khong c6 mét trong vung phan ung cia endoglucanaza. Do dd, endoglucanaza
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duoc thém trude d6 c6 thé tiép xic chudi phan tir xenluloza hiéu qua hon dé wu tién thuy
phan xenluloza chira trong sinh khéi trén co s& lignoxenluloza tao ra chudi B-1,4-glucan

ngén hon.

Két qua 13, khi xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza dugc thém vao, so véi truong
hop thém ddng thoi endoglucanaza, xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza, thi lwong chudi p-
1,4-glucan ngén hon ting 1én. Do do, xenlobiohydrolaza c6 thé d& dang thiy phan chudi B-

1,4-glucan ngén hon thanh xenlobioza.

Do B-glucosidaza c6 mit trong viing phan tmg thity phan bang xenlobiohydrolaza do
chirc ning ciia mién gin két xenluloza, n6 c6 thé thity phan hiéu qua xenlobioza dé tao ra
glucoza.

Do d6, theo phuong phép san xuét dung dich duong héa theo sang ché, bang cach

thém trude endoglucanaza va sau d6 thém xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza vao, c6 thé

thu-duoc hiéu qua hon dung dich duong héa c6 ndng do dudng cao.

M5 ta vin tiit cac hinh vé

Fig. 1 12 so dd khéi thé hién phuong 4n cua phuong phép tao ra dung dich duong hda theo
sang ché.

Fig. 2A va Fig. 2B la do thi thé hién dudng kinh cia khuén lac cia mot ching, ma tir chling
ndy ché phim enzym dudng héa theo sang ché c6 thé dugc tach chiét va duong kinh cua
vong phan tmg AZCL.

Fig. 3 1a d thi thé hién hoat tinh phan giai CMC cta mot chiing, ma tir chiing nay ché
phim enzym dudng hoa theo sang ché c6 thé duoc tach chiét.

Fig. 4 1 d0 thi thé hién hiéu suit duong hoa ciia enzym duodng hoa theo sang ché.

Fig. 5 1 d0 thi thé hién két qua nghién ctru v& anh huéng ctia ndng do so véi tong khbi
lwong ché pham enzym dudng hoa theo sang ché trong qua trinh tao ra glucoza.

Fig. 6 la @ thi thé hién két qua nghién ctu v& anh huéng cia ty 16 khéi luong
endoglucanaza, xenlobiohydrolaza, B-glucosidaza, xylanaza, va B-xylosidaza trong ché

pham enzym dudng hoa theo sang ché trong qua trinh san xuat saccarit.
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M0 ta chi tiet sang che
Cac phuong 4n cla sdng ché s€ dugc mé ta dudi ddy mot cach chi tiét vién dan dén

cac hinh vé kém theo.

Fig. 1 thé hién quy trinh xtr Iy dudng hoa trong viéc tao ra etanol sir dung sinh khéi

trén co sé lignoxenluloza dudi dang co chit.

Trong phuong phép xtr Iy dwdng héa, du tién nuée amoniac duge tron 14n véi rom
d4 nghién so qua dudi dang mot trong sb sinh khéi trén co sé lignoxenluloza duéi dang co
chit dé diéu ché hdn hop co chit chira rom va amoniac. Trong truong hop nay, ndng do
nudc amoniac nim trong khoang tir 20 dén 30% khéi lugng/thé tich va hdn hop co chit 6t
hon 1a dugc didu chinh dé chira rom nim trong khoang tir 20 dén 70% khdi luong so vai

nudc amoniac.

Sau d6, hdn hop co chét diéu ché duoc duy tri & nhiét d§ trong khoang tir 25 dén
100°C trong khoang thoi gian tir 2 dén 200 gitr dé tién hanh tién xtr 1y duong hoa. Két qua
14, san phim tién xir Iy dudong héa chira ammoniac dugc san xuét, trong d6 lignin duoc

phén téch tir rom dusi dang co chit hoic rom bi trurong né.

Vé van d& nay, thuét ngit "phan tach" nghia 13, trong phwong 4n nay, it nhit mot
phén lién két & cac vi tri gin cua lignin gin két v6i xenluloza, v.v. b pha v&. Thuat ngit
"truong nd" nghia 13, do su ngém chét 16ng, cac 16 héng dugc tao ra trong xenluloza, v.v.
tao thanh xenluloza tinh thé, hoiic céc 15 héng duoc hinh thanh bén trong soi xenluloza dé
gidn ra.

Tiép theo, amoniac dugc tach bing cach cho bay hoi amoniac tir san phdm tién xir Iy
duong hoa chira amoniac dé thu dwoc san phim tién xtr ly duong hoa da tach amoniac. Sau
d6, d6 pH ctia san pham tién xtr 1y dudong hoa da tach amoniac duge didu chinh dén khoang

ma & d6 céc enzym duong héa c6 thé hoat dong, vi du ndm trong khoang d6 pH tir 3 dén 7.

Sau d6, cac enzym dudng héa duge thém vao san phim tién xir Iy dudng hoa da tich
amoniac da dugc diéu chinh d6 pH dé didu ché hdn hop co chit/enzym dudng hoa, va sau
d6 thuc hién phuong phap xtr Iy dudong héa bang cach duy tri hdn hop co chit/enzym
dudng hoa trong khoang nhiét do tir 30 dén 60°C trong 50 dén 150 gio. Bang cach xir ly

duong hoa, xenluloza chira trong hén hop co chit/enzym dudng hoa duge thity phan bing
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hoat dong ctia enzym duong héa. Két qua 13, dung dich dwong héa chira saccarit nhu

glucoza c6 thé thu duoc.

Trong phuong phap san xuit dung dich duong hoa theo phuong 4n ctia sang ché, ché
phidm enzym duong héa chira endoglucanaza khong chira mién gin két xenluloza,
xenlobiohydrolaza chita mién gin két xenluloza, va B-glucosidaza chira mién gin két

xenluloza dugc dung dudi dang enzym duong hoa.

Endoglucanaza, xenlobiohydrolaza, va B-glucosidaza dé dung trong phwong 4n nay

c6 thé thu duoc, vi du, bing phuong phap sau.

Piu tién, & budc nudi cdy tién dot bién, ching Acremonium cellulobticus TN
(International Patent Microorganisms Depositary, The National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology; Sé ding ky: FERM-BP-685; dudi ddy dugc viét tit 1a
"chting TN") dugc ciy vao dich nuéi ciy c6 thanh phan dugc thé hién trong bang 1 va nudi
ciy qua dém & 30°C. Sau do, & budce xir Iy dot bién, ching TN da nudi cdy duge ciy vach
trén bé mat moi truong nudi ciy rin c6 thanh phin duoc thé hién trong bang 2 va duogc
chiéu xa véi anh sang tir ngoai dé thu dwoc ching da dugce gay dot bién. Sau d6, ching da

dugc gy dot bién duge nudi cdy & 30°C trong 7 ngay & budc nudi cy sau dot bién.

Béang 1
Thanh phén ,Néng @ .
(% khoi lugng/thé tich)

Rom 5,0

KH,PO, 0,2

(NH4),SO4 0,14

Ure 0.4

Polyoxyetylen sorbitan monooleat 0,1
MgS0O47H,0 0,03
ZnS047H,0 0,007
MnSO,-6H,0 0,001
CuSO,47H,0 0,005
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Bang 2
; Néng db
Thanh phan ‘. .
(% khoi lugng/thé tich)
Rom 1,0
AZCL-He-Xenluloza 0,02
Dung dich dém axetat (d0 pH = 4) 20 (mM)
Aga 2,0

AZCL-HE-CELLULOSE (tén thuwong mai, cia Megazyme International Ireland)
chtta trong moi trudng nudi cdy rin dudi dang co chét hién mau 13 chit hién mau xanh
dwong khi bi phan giai bdi enzym duong héa. Do do, khi chiing niy di dugc gy dot bién
tao ra enzym dudng héa bang cach nudi cdy, AZCL-HE-CELLULOSE bi phén giai boi
enzym dudng hoa, va vong mau xanh duong (dudi ddy goi 1a "vong phan tmg AZCL") ¢6
kich thude twong tmg v6i lugng enzym dudng héa dugce tao ra xung quanh khuén lac cia

chiing d4 dugc gay dot bién.

Sau d6, khuan lac cé vong phan tmg AZCL kich thudc 16n nhat duoc chon dudi
dang ching cdy, va budc nudi cay tien dot bién, bude xi ly dot bién va budc nudi ciy sau
dot bien duoc 1dp lai mot 1an nita. Tir cac khuan lac thu duoc, mot vai khuan lac duge chon

dya vao kich thuéc cua chiing va kich thude vong phan tng AZCL dugc tao ra quanh do.

MBdi chiing trong s khuan lac dugc chon va ching TN dugc cdy vao méi trudng
méi ctia moi truong nudi ciy rin va nudi cdy & 30°C trong 7 ngay. Po duong kinh cta
khuan lac va dudng kinh ciia vong phan tmg AZCL va tinh toén (dudng kinh cta vong
phan tmg AZCL) / (dudng kinh ctia khuén lac).

MB&i chiing trong s khuén lac duge chon va ching TN con dugc cdy vao méi truong
méi ciia dich nudi cdy va nudi cy & 30°C, sau d6 bét dlu nudi cy trong diéu kién do pH =
5,5 va 30°C. Vao ngay tha 7, 10, 11, 12, 13, 14, va 17, hoat tinh phin giai
carboxymetylxenluloza (carboxymethylcellulose - CMC) dugc do. Hoat tinh phin giai
CMC duogc do nhu sau.

Pau tién, 190uL dung dich dém axetat 200mM (do pH = 5.,5) va 200uL. dung dich
nudc CMC 1% theo khbi luong/thé tich (Grade No. 1.02331.0500, cua Merck & Co., Inc.)
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duoc thém vaolOpl. mau dung dich nude chira enzym dwdng héa, va phan tmg & 30°C

trong 15 phut.

Sau d6 thém 400uL dung dich nudc chira 30% khéi lugng/thé tich mudi Rochelle,
1% khéi lugng/thé tich axit dinitrosalixylic, va 1,6% khi lrong/thé tich natri hydroxit vao
dung dich phan g va xtt ly & 100°C trong 5 phiit. Tiép theo, sur hap thu 4anh sang c6 budc
song 540nm cua dung dich thu dugc dugc do va nﬁ“)ng do duong khir da tach rira dugce do
dua vao co chét chudn 1a glucoza. Dbi v6i vin d& nay, luong enzym gidi phong 1umol

duong khtr / phuat dugce x4c dinh 1a 1U.

Ngoai cac khudn lac dugc chon, khuin lac ¢6 gia tri (duong kinh vong phan tmg
AZCL)/(dudng kinh khuan lac) va hoat tinh phén giai CMC tinh toan nhu trén cao nhét
dugc chon la ching Acremonium cellulobyticus H1 (International Patent Microorganisms
Depositary, The National Institute of Advanced Industrial Science and Technology; Sb
ding ky: FERM-P-22164; sau ddy duoc viét tt 1a "ching H1") va dugc st dung dudi dang

chiing diing dé tach chiét ché phdm enzym duong héa theo phuong 4n cta séng ché.

Trong Fig. 2A va Fig. 2B thé hién cic duong kinh ching, dudng kinh vong phan
tmg AZCL , va gia tri (duong kinh vong phan tmg AZCL)/(duong kinh khudn lac) déi véi
chung H1 va ching TN. Gi4 tri hoat tinh phén gidi CMC cua chiing H1 va chung TN duoc
thé hién trong Fig. 3.

R® rang tir Fig. 2A, dudng kinh vong phan tmg AZCL dbi véi khudn lac cia chiing
H1 16n hon so véi khuan lac ctia ching TN. Do d6, rd rang 1a chiing H1 tao ra nhiéu enzym
duodng hoa hon ching TN.

Hon nita, 15 rang tir Fig. 2B, d6i véi khuén lac cia ching H1, gid trj ctia (dudng kinh
vong phan tmg AZCL)/(dudng kinh khuén lac) 14 16n gép khoang hai 14n so vé6i khuén lac
ctia ching TN. Do d6, 1 rang la ching H1 c6 hoat tinh enzym duong héa trén mot thé ndm
cao hon so véi chiing TN.

Tir Fig. 3, 6 rang 1a chiing H1 c6 hoat tinh phan gidi CMC cao hon dang ké so véi
ching TN. Do hoat tinh phan giai CMC dugc dung dudi dang chi thi thé hién hoat tinh

phan giéi xenluloza, r3 rang 1a ching H1 tao ra enzym dudng héa tét hon so véi ching TN.
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Tiép d6, phuong phap tach chiét enzym dudng héa duoc dung theo phuong an cia
sang ché, nghia 13, endoglucanaza, xenlobiohydrolaza, va B-glucosidaza, tir ching H1 s¢

duoc mo ta.
Pau tién, ching H1 dugc cy vao dich nudi cdy c6 thanh phan dirgc thé hién trong
Béng 3 va nudi ciy & 30°C trong 14 ngay. Dich nubi cy trong do ching dugc nudi cdy

duge loc qua mang loc c6 kich thude 15 13 0,2pm.

Bang 3
Thanh phin % khéﬁ?xgig/?hé tich)
Sén phérr} ti,én xtr Iy dudng hoa 5.0
da tdch amoniac
(NH4)2S04 0,5
Ure 0.4
KH,PO, 2.4
MgS0O,-7H,0O 0,12
ZnS0O,7TH,O 0,001
MnSO,-6H,O 0,001
CuSO47H,0 0,001
Polyoxyetylen sorbitan 0.1
monooleat ’

Phan loc thu duge dugc tach béng cot tach dau tién (tén thuong mai: Bio-Rad
Econo-Column, dudng kinh cdt 5,0cm x chiéu dai 50,0cm; ctia Bio-Rad Laboratories, Inc.)
duoc nhdi véi moi truong trao dbi anion (tén thuong mai: TOYOPEARL QAE-550C; cuia
Tosoh Corporation) thu dugc céc phan doan Q1 dén Q12 theo thdi gian rira cot.

Tiép d6, xir Iy nhiét phan doan thu duoc Q1 & 50°C trong 24 gid, sau d6 ly tam
(9460 x g, 20 phut), va loc dich ndi thu dugc béng mang loc ¢6 kich thude 16 1a 0,2um.
Téach phén loc thu dugc béng cOt phén tach th hai (t€n thuong mai: cdt Mono S 5,50L; cua
GE Healthcare Japan) thu duge cac phan doan S1 dén S9 theo thoi gian tach rira. Thu dugc
endoglucanaza khong chira ving gén két xenluloza tir phan doan S3. Endoglucanaza 1a

enzym duong hda chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1.
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Tiép theo, tich phéan doan Q3 tir cdt phén tach thir ba (tén thuong mai: cot XK26/20;
duong kinh 2,6 cm x chiéu dai 20 cm; ctia GE Healthcare Japan) duge nhdi méi truong ky
nude (tén thuong mai: TOYOPEARL Butyl-650M; by Tosoh Corporation) dé thu dugc cac
phan doan B1 dén B8 theo thoi gian rira cot.

Sau d6, thu dugc xenlobiohydrolaza chita ving gin xenluloza tir phan doan B7.
Xenlobiohydrolaza la enzym dudng héa chira trinh tuy axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO:2. Tiép theo, thu duoc p-glucosidaza chira viing gin két xenluloza tir phan doan BS. B-
glucosidaza la enzym dudng hda chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:3.

Nghién ctru d6 twong ddng cla trinh tr axit amin cda endoglucanaza,
xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza thu dugc duge tién hanh dbi véi ving gin xenluloza

dung co s& dif liéu Pfam lam thu vién motip.

Két qua 13, dugc biét, ddi véi xenlobiohydrolaza, trinh ty axit amin tr 497 dén 529
trong trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:2 1a viing gin xenluloza. Tuong tu,
duoc biét 13, dbi v6i B-glucosidaza, cac trinh tir axit amin tir 780 dén 812 trong trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO: 3 13 viing gin két xenluloza. Pugc biét 1a endoglucanaza

khong chira viing gin két xenluloza.

Tiép d6, tién hanh danh gi4 tinh twong ddng trén trinh tw axit amin cia ving gin két
xenluloza cua xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza, vi dy, str dung cac nghién ciru BLAST
trong trang ciia NCBI (National Center for Biotechnology Information) dé tim do twong
dong ctia 24/33, nghia 14 72,7%.

Ving gén xenluloza véi trinh ti axit amin ¢6 tinh twong ddng cao hon gén véi vi tri
fwong trr véi xac suit cao hon, khi ching gfn két b2 mat ctia xenluloza hoic chudi B-1.4-
glucan ngin hon. Do d6, bang céch sir dung xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza chira viing
gén xenluloza véi trinh ty axit amin c6 d6 tuong dé)ng 13 72,7%, xac suit co mat B-

glucosidaza trong cting viing phan tmg khi xenlobiohydrolaza tao ra xenlobioza tr& nén cao.

Do d6, v6i ché phdm enzym dudng hoéa theo phuong 4n cia sang ché,
endoglucanaza, xenlobiohydrolaza, va B-glucosidaza c6 thé hop tac dé duong hoa hiéu qua
hon.

Pdi v6i ché phdm enzym dudng hoa theo phuong 4n nay, ham luong tong cua

endoglucanaza, xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza thu dugc & trén duoc chon nim trong
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khoang tir 30 dén 80% khdi luong so véi tdng khéi lugng ché phdm enzym duong héa.
Hon nita, ché phdm enzym dudng hoa chira endoglucanaza, xenlobiohydrolaza va -
glucosidaza thu dugc & trén & ty 1¢ khdi lwong ndm trong khoang tir 0,2 dén 2,5 : 1 : tir 0,2

dén 2,5 duogc ding theo phuong 4n cia sang ché.

Nho phuong phép tao ra dung dich dudng héa theo phuong 4n ctia sang ché, cac
thanh phan endoglucanaza, xenlobiohydrolaza, va B-glucosidaza tao thinh ché phim enzym
duong hoa duge dong thoi thém vao san phim tién xir ly duong hoa da tich amoniac duoc
diéu chinh do pH.

Nhu vay, endoglucanaza, xenlobiohydrolaza, va B-glucosidaza hop tic dé duong hoa
xenluloza chtra trong sinh khdi ¢6 ban chit lignoxenluloza, va do d6 c6 thé san xuét mot

céach hiéu qua dung dich dudng héa véi nong do cao saccarit nhu glucoza.

Theo phuong 4n ciia sang ché, mdc di cac thanh phin endoglucanaza,
xenlobiohydrolaza, va B-glucosidaza tao thanh ché phim enzym dudmg héa duoc ddng thoi
thém vio san phim tién xir Iy duong héa di tach amoniac duge diéu chinh do pH,
endoglucanaza c¢6 thé dugc thém riéng trude d6 vao san phém tién xtr Iy duodng hoa da tach
amoniac dugc didu chinh d6 pH dé tién hanh xu ly dudng héa enzym trong khoang thoi
gian xéc dinh trudc, va sau dé c6 thé thém xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza vao.

Theo phuong phép san xuat dung dich duong hoa cua sang ché, bang cach thém
endoglucanaza dau tién, va sau d6 thém xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza, c6 thé thu
duoc dung dich dudng hoa c6 ndng dd dudng cao vai hiéu sut cao hon.

Theo phuong 4n ciia sang ché, mic dii ding ché phim enzym duong hoéa chi chira
endoglucanaza khong chira viing gén két xenluloza, xenlobiohydrolaza chita ving gin két

xenluloza, va B-glucosidaza chira ving gin két xenluloza, nhung ché phidm enzym dudng

hoda c6 thé con chira xylanaza hodc xylosidaza.

Do chtra xylanaza hogc xylosidaza, hemixenluloza chira trong sinh khéi trén co s&
lignoxenluloza c6 thé dugc dudng héa bing enzym thanh xyloza, va do d6 tdc d6 duong

héa ctia sinh khdi trén co sé lignoxenluloza c6 thé duoc cai thién.
Tiép theo, céc vi du va vi du so sanh ciia sang ché duoc mo ta.
Vi du thye hién sang ché
Vidul
-15-



23563

Trong vi du ndy, dau tién nghién min rom Iam sinh khéi trén co s& lignoxenluloza
dudi dang co chét, thém 25% khbi lwong nude amoniac vao theo ty 18 khéi luong 1:2.5 thu
dugc hdn hop co chét chira rom va amoniac. Tiép theo, gitt hdn hop co chit & nhiét do
80°C trong 8 gitr dé tién hanh xir Iy tién duong hoa, sau d6 tach amoniac va diu chinh do
pH dén 4,0. Piéu chinh néng d6 rom dén 20% thé tich dé thu duoc san phém tién xir ly

dudng hoa cia vi du nay .

Piéu ché ché pham enzym dudng hoéa bing cach tron 1An endoglucanaza chira trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1, xenlobiohydrolaza chira trinh tu axit amin nhu
n€u trong SEQ ID NO:2, B-glucosidaza chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO:3, xylanaza (endo-1,4-beta-xylanaza A c¢6 ngudn gbc tir Thermoascus aurantiacus;
GenBank ACCESSION No. AAF24127) va B-xylosidaza (B-xylosidaza c6 ngudn gbc tir
Thermotoga maritima; cia Thermostable Enzyme Laboratory Co., Ltd.) & ty 18 khdi lugng
140,3:1:03:1,0:0,7. Thém ché phém Vao san phém tién xtr ly dén néng do cudila 2
mg/g rom, va dua hdn hgp vao xir ly duong héa & 50°C trong 72 gid thu dugc san phim da
xt ly duong hoa. Trong trudong hop ndy, mdc du st dung xylanaza va B-xylosidaza co
ngudn gdc tir ndm cu thé, enzym bt ky, c6 hoat tinh endoxylanaza va hoat tinh B-
xylosidaza c6 thé dugc st dung. Sau do, xir ly nhiét dung dich dudng hoa & 95°C trong 5
phit, ly tim & 15,760 x g, 4°C trong 5 phut, va chuyén dich ndi vao dng Eppendorf 1,5 mL
méi. Sau khi loc bang may loc c6 kich thuée 16 0,2um, do ndng d6 dudng bang HPLC.

Po ndng do duong bang HPLC kém dung cu tach (tén thuong mai: Waters 2695;
cta Nihon Waters K. K.), may do RI (t€n thuong mai: Waters 2414; cia Nihon Waters K.
K.), va cot phan tach (tén thuong mai: cot HPX-87P; ctia Bio-Rad Laboratories, Inc.) trong
diéu kién nhiét d cot 1a 85°C, va nhiét d6 may do 13 40°C sir dung nude siéu tinh khiét 1am
cht tach rira & hwu lugng 0,6mL/phut. Cac két qua duoc thé hién trong Fig. 4. Trong Fig. 4,

téng glucoza va xyloza duoc thé hién duéi dang ndng do dudng.
Vi duso sanh 1

Trong vi du so sanh nay, sit dung dung dich duong hoa dd dugc tao ra, chinh xac
nhu trong vi du 1, ngoai trir st dung enzym duong hoéa ¢ ban ngoai thi truong (tén thuong
mai: Acremonium xenlulaza; ciia Meiji Seika Pharma Co., Ltd.); va do n6ng do glucoza

ctia dung dich duong héa. Céc két qua dugc thé hién trong Fig. 4.
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Nhur thé hién trong Fig. 4, ndng d6 duong cua dung dich dudng hoa cia vi du duoc
tao ra bang cach st dung ché phim enzym dudong hdéa chira endoglucanaza,
xenlobiohydrolaza, va B-glucosidaza 1a 3,8% khéi hrong/thé tich, va ndng do dudng cia
dung dich duong héa cia Vi du so sanh duoc tao ra béng cach sir dung Acremonium

xenlulaza (tén thuong mai) 12 2,3% khdi Iwong/thé tich.

Do d6, ché phdm enzym dudng hoa ciia Vi dy, ndng do dudng cia dung dich duong
hoa thu dugc bang cach xir Iy duong héa biang enzym trong khoang thoi gian dugc xac dinh
trude c6 thé ting 1én 16 rang khoang 1,7 14n so véi enzym duong hoa cta vi du so sanh. Noi
cach khéc, ché phém enzym dudng hoda cta Vi du véi lugng it hon 1,7 lan so véi luong
enzym dudng héa ciia vi du so sanh c6 thé san xuédt dung dich duong hoa véi ndng do

dudng tuong duong, chimg minh 15 rang hiéu sudt dudong hoa cao véi lugng dung thap.

Vidu?2

Tiép theo, nghién ciru ndng d6 téng ciia enzym theo sang ché.
Vidu2-1

Trong vi du nay, tién hanh xir Iy dudng héa chinh xac nhu vi du 1, ngoai trir ché
phim enzym dudng hoa duoc didu ché bing cach tron 1An endoglucanaza chira trinh tir axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO:1, xenlobiohydrolaza chra trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO:2, va B-glucosidaza chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:3
& ty 18 khéi lugng 12 0,3 : 1 : 0,3 dé tao thanh 35,1% tdng khéi luong enzym, dé san xuét
san phdm xtr Iy dudng héa, do ndng d6 glucoza cua san phim nay. Cac két qua dugc thé
hién trong Fig. 5.

Viduy2-2

Trong vi du nay, tién hanh xir Iy dudng héa chinh xac nhw Vi du 2-1, ngoai trir ché
phdm enzym duong hoéa duoc didu ché d& endoglucanaza chira trinh tir axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO:1, xenlobiohydrolaza chtra trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO:2, va B-glucosidaza chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:3 tao thanh
56,7% tong khdi lugng enzym, dé san xuét san phim xir Iy dudng hoa, do ndng do glucoza

ctia san phdm. Cac két qua dugc thé hién trong Fig. 5.

Vidu2-3
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Trong vi du nay, tién hanh xir Iy duong héa chinh xac nhu Vi du 2-1, ngoai trir ché
phidm enzym dudng héa duoc didu ché dé endoglucanaza chita trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO:1, xenlobiohydrolaza chtra trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO:2, va B-glucosidaza chta trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:3 tao thanh
78,4% tong khdi lwong enzym, dé san xuét san phim xir Iy duong héa, do ndng do glucoza

ctia san pham. Céc két qua duoc thé hién trong Fig. 5.
Vi du so sanh 2-1

Trong vi du so sanh nay, tién hanh xir Iy dudng hoa chinh x4ac nhu Vi du 2-1, ngoai
trir ché phim enzym duong héa duge didu ché dé endoglucanaza chira trinh ty axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO:1, xenlobiohydrolaza chira trinh trr axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO:2, va B-glucosidaza chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:3 tao
thanh 13,5% tong khéi lugng enzym, dé san xuét san phdm x Iy dudng hoa, do ndng do

glucoza ciia san phim. Cac két qua duoc thé hién trong Fig. 5.
Vi du so sanh 2-2

Trong vi du so sanh nay, tién hanh xtr Iy dudong hoa chinh x4c nhu vi du 2-1, ngoai
trir ché pham enzym duong héa duge didu ché dé endoglucanaza chira trinh tu axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO:1, xenlobiohydrolaza chtra trinh tyr axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO:2, va B-glucosidaza chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:3 tao
thanh 100% téng khéi lvong enzym, dé san xuét san phdm xir Iy dudng héa, do ndng do

glucoza ciia san phim. Cac két qua duoc thé hién trong Fig. 5.

Nhu thé hién trong vi du so sanh 2-1 trong Fig. 5, néu phin trim ndng do
endoglucanaza, xenlobiohydrolaza, va B-glucosidaza ctia sang ché thip bang 13,5% so véi
t6ng khdi lugng enzym, thi néng do glucoza ctia san phdm xt Iy dudng héa ciing thip bing
2,0%. Diéu nay c6 thé hiéu dugc béi vi hiéu qua duong héa thip do ndng d6 enzym thép.

Piéu d6 khong ¢6 nghia 1 ndng do tdng cia endoglucanaza, xenlobiohydrolaza, va
B-glucosidaza theo sang ché cang cao thi cang tét. Nhin tir Vi du so sanh 2-2, néu ché phdm
enzym dudng héa duge diéu chinh dén 100% tdng khéi lwong enzym, thi ndéng do glucoza
clia san pham xir Iy duong héa giam xubng 1,5%.

Sinh khéi trén co s& lignoxenluloza dugc tao thanh bdi xenluloza va hemixenluloza,

ton tai phu kin bé mat xenluloza. Nguoi ta tin rang, néu hemixenlulaza c6 mit, sy phan giai
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hemixenluloza ting 1&n va qua trinh duong héa dat hiéu qua hon, va ndng do dudng ciia san
phdm xir Iy duong hoa ting 1én trong khoang thoi gian ngin. Do do, v6i sy ¢6 mit clia
hemixenlulaza nhu xylanaza ngoai endoglucanaza, xenlobiohydrolaza, va B-glucosidaza,

viée xir Iy dudng héa c6 thé dugce thue hién hidu qua hon.

Do d6, ndng do tdng ciia endoglucanaza, xenlobiohydrolaza, va B-glucosidaza theo
sang ché t6t hon 14 ndm trong khoang 30 dén 80% khdi luong. Néu ndng d6 tong cia
enzym nam trong khoang nay, thi hiéu qua 14 cao va ndng do glucoza cia san phim xir ly

duodng hoa khong it hon khoang 2,4%.

Vidu3
Tiép d6, nghién ciru ty 18 khéi lugng gitra céc enzym trong ché phdm enzym dudng

héa.
Vidu3-1

Piéu ché ché phim enzym duong hoa bang cach tron endoglucanaza chira trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1, xenlobiohydrolaza chira trinh tyr axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO:2, B-glucosidaza chira trinh tyr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:3,
Xylanaza va B-xylosidaza & ty 1& khéi luong 14 0,2:1: 0,2 : 0,2 : 0,2. Thém ché phdm vao
san pham tién xtr Iy dén ndng do cubi cing 13 2mg/g rom, va dua hdn hop vao xir Iy duong
héa & 50°C trong 72 gi¢r thu dugc san phdm di xir ly duong héa. Tién hanh didu chinh dung
dich dudong hoéa, va phép do ndng do dudng dugc tién hanh nhu trong vi du 1. Ty 1€ tron
gitta cac enzym tuong tmg dugc thé hién trong Bang 4, va két qua duoc thé hién trong Fig.
6.

Vidu3-2

Tién hanh do néng d9 dudng nhu trong vi du 1 ngoai trir endoglucanaza chira trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1, xenlobiohydrolaza chira trinh ty axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO:2, B-glucosidaza chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO:3, xylanaza va -xylosidaza dugc tron & ty 1€ khéi luong140,3:1:0,3:1,0:0,7. Ty 1€
tron gitta cac enzym twong tmg dugc thé hién trong Bang 4, va két qua dugc thé hién trong
Fig. 6.

Vidu3-3
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Tién hanh do ndng d6 dudng nhu trong vi du 1 ngoai trr endoglucanaza chira trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1, xenlobiohydrolaza chira trinh tu axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO:2, B-glucosidaza chtra trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO:3, xylanaza va -xylosidaza dugc tron & ty 1€ khoi luong120,3:1:1,0:0,7:0,3. Ty 1€
tron gitra cic enzym tuong tmg duge thé hién trong bang 4, va két qua dugc thé hién trong
Fig. 6.

Vidu3-4

Tién hanh do ndng d6 dudng nhu trong vi dy 1 ngoai trir endoglucanaza chira trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1, xenlobiohydrolaza chira trinh ty axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO:2, a B-glucosidaza chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO:3, xylanaza va B-xylosidaza dugc tron & ty 1€ khdi lugng 140,5:1:2,5:0,5:0,5. Ty 1é
tron gitra cic enzym tuong tmg duge thé hién trong bang 4, va két qua dugc thé hién trong
Fig. 6.

Vidu 3-5

Tién hanh do ndng d6 dudong nhu trong vi du 1 ngoai trir endoglucanaza chira trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1, xenlobiohydrolaza chira trinh tu axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO:2, a B-glucosidaza chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO:3, xylanaza va B-xylosidaza dugc tron & ty 1€ khéi lugng141,0:1:0,3:0,7:0,3. Ty 1é
tron gitta cc enzym twong tmg duoc thé hién trong Bang 4, va két qua dugc thé hién trong
Fig. 6.

Vidu 3-6

Tién hanh do ndng d6 dudng nhu trong vi du 1 ngoai trix endoglucanaza chira trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1, xenlobiohydrolaza chira trinh tyr axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO:2, a B-glucosidaza chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO:3, xylanaza va -xylosidaza dugc tron & ty 1€ khéi lwong142,5:1:0,5:0,5:0,5. Ty 1€
tron gitta cdc enzym tuong tmg dugc thé hién trong bang 4, va két qua dugce thé hién trong
Fig. 6.

Vi du 3-7
Tién hanh do ndng do dudng nhu trong vi du 1 ngoai trir endoglucanaza chira trinh

ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1, xenlobiohydrolaza chira trinh tu axit amin nhu
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néu trong SEQ ID NO:2, a -glucosidaza chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO:3, xylanaza va B-xylosidaza dugc tron & ty 1€ khéi lugng140,3:1:0,3:1,3:0,3. Ty 1é
tron giita cc enzym tuong ting duogc thé hién trong bang 4, va két qua duge thé hién trong
Fig. 6.

Vi du 3-8

Tién hanh do ndng d duong nhu trong vi du 1 ngoai trir endoglucanaza chira trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1, xenlobiohydrolaza chira trinh ty axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO:2, a B-glucosidaza chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO:3, xylanaza va B-xylosidaza dugc trdn & ty 1€ khéi luong140,3:1:0,3:0,3:1,3. Ty 1€
trdn gifta cic enzym tuong tmg dugc thé hién trong bang 4, va két qua duogc thé hién trong
Fig. 6.

Béang 4
Endoglucanaza | Xenlobiohydrolaza B- Xylanaza B-

glucosidaza xylosidaza
Vidu3-1 0,2 1,0 0,2 0,2 0,2
Vidu 3-2 0,3 1,0 0,3 1,0 0,7
Vidu3-3 0,3 1,0 1,0 0,7 0,3
Vidu3-4 0,5 1,0 2,5 0,5 0,5
Vidu3-5 1,0 1,0 0,3 0,7 0,3
Vidu3-6 2,5 1,0 0,5 0,5 0,5
Vidu3-7 0,3 1,0 0,3 1,3 0,3
Vidu 3-8 0,3 1,0 0,3 0,3 1,3

Nhu thé hién trong Fig. 6, néu endoglucanaza, xenlobiohydrolaza, va B-glucosidaza
theo sang ché dugc tron & ty 1€ khéi lugng nam trong khoang tir 0,2 dén2,5:1:0,2 dén 2,5,
phén g dudng héa c6 thé duge thuc hién rit hiéu qua luén din dén ndng do duong cubi

cung 1a 3,0% hodc cao hon.

Lugng bd sung clia xylanaza hodc xylosidaza t6t hon 1a tir 0,2 dén 1,3 so véi ty 1€

khdi Iugng 1 cta xenlobiohydrolaza.

-21-



23563

Ché phdm enzym ma c6 thé dudng hoéa co chat rat hiéu qua du lugng enzym nhé bay
gir ¢6 thé duge dé xuét theo sang ché, bang cach ding nhiéu enzym xem xét su gin cia

ching véi co chat, va nghién ctru chi tiét ty 1€ khoi lugng gitta ching.
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YEU CAU BAO HO

1. Ché phdm enzym duong hoa dé dua sinh khéi trén co s lignoxenluloza dudi dang
co chét vao xtr Iy duong héa, ché pham nay chira hdn hop cua:

endoglucanaza khong chira mién gin két xenluloza nhu néu trong SEQ ID NO:l;
xenlobiohydrolaza chira mién gén két xenluloza nhu néu trong SEQ ID NO:2; va
B-glucosidaza chira mién gén két xenluloza nhu néu trong SEQ ID NO:3;

trong d6 endoglucanaza, xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza téng cong chiém tir 30% dén
80% v& khdi lugng cia toan bd enzym c6 mit trong ché phdm enzym duong hda, va

trong d6 endoglucanaza, xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza c¢6 mit trong ché phim
enzym dudng hoa véi ty 18 khdi lwong nim trong khoang tir 0,2 dén 2,5:1:0,2 dén 2.5.

2. Ché pham enzym dudng héa theo diém 1, trong d6 ché phdm nay con chira mot
trong hai hodc ca hai xylanaza va xylosidaza.

3. Ché phidm enzym duwong hoa theo diém 1, trong d6 endoglucanaza,
xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza thu duoc tir ching Acremonium celulolyticus H1 ¢6
kh4 ning ddng héa xenluloza.

4. Ché phdm enzym duong hoa theo didm 1, trong d6 endoglucanaza,
xenlobiohydrolaza va B-glucosidaza dugc tao ra bang cach nudi ciy ching Acremonium

celulolyticus H1.
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Val

355

Ser

Asn

Trp

Ala

Ile

435

Tyr

Val

Gly

260

Asp

Ser

Ile

Val

Ser

340

Leu

Ile

Ala

Gly

Ile

420

Ser

Ala

Glu

Asn

Thr

Ser

Leu

Ala

325

Asn

Leu

Ala

Cys

Ser

405

Lys

Asp

Ile

Ala
485

Pro

Gly

Ala

310

Phe

His

Lys

Ile

Thr

390

Gly

Thr

Asn

Val

Val

470

Leu

Ser

Gln

295

Ala

Asn

Asn

Asn

Ile

375

Asp

Thr

Arg

Gly

Phe

455

Ala

Val

Ser

280

Val

Trp

Ser

Gln

Thr

360

Gly

Arg

Cys

Ala

Ser

440

Ile

Gly

Gln

265

Val

Ala

Tyr

Trp

Val

345

Asn

Thr

Gly

Gln

Ala

425

Ala

Asn

Asp

Ser

23563

Leu

Gln

Leu

Thr

330

Ala

Ser

Asp

Cys

Phe

410

Ser

Gly

Ser

Arg

Val
490

Trp

Ser

Val

315

Gly

Arg

Thr

Ala

Asp

395

Pro

Asp

Ala

Asp

Asn

475

Ala

-35-

Gly

Arg

300

Gly

Gly

Ala

Leu

Gln

380

Thr

Tyr

Gly

Ser

Ser

460

Asn

Ala

Gln

285

Leu

Gln

Gln

Val

Pro

365

Thr

Gly

Leu

Thr

Val

445

Gly

Leu

Val

270

Asn

Asp

Asp

Ala

Ala

350

Leu

Asn

Thr

Thr

Thr

430

Ala

Glu

Asp

Asn

Leu

Asp

Gln

Ser

335

Arg

Asn

Pro

Leu

Asp

415

Ile

Gln

Gly

Pro

Lys
495

Ala

Met

Gly

320

Val

Asp

Lys

Ser

Ala

400

Pro

Thr

Ser

Tyr

Trp

480

Lys



Thr

Leu

Gln

Pro

545

Gly

Ile

Phe

Ile

Gly

625

Val

Ile

Gly

Phe

Lvs

705

Ser

Ile

Ala

Glu

530

Ser

Thr

Asp

Asp

610

Gly

Ala

Gly

Phe

Asp

690

Trp

Arg

Val Val
500

Gln Pro
515

Ser Gly

Gly Lys

Ala Val

Tyr Arg

580

Tyr Gly
595

Ile Thr

Pro Ser

Asn Thr

Leu Pro

660

Asp Lys

675

Leu Thr

Val Val

Asp Ile

Ile

Asn

Ser

Leu

Val

565

His

Leu

Val

Asp

Gly

645

Ser

Leu

Arg

Pro

Arg
725

His

Val

Ala

Thr

550

Ser

Phe

Ser

Ser

Leu

630

Ser

Ser

Ser

Arg

Ser

710

Leu

Ser

Val

Leu

535

Tyr

Gly

Asp

Tyr

Thr

615

Phe

Val

Ala

Leu

Asp

695

Gly

Gln

Val

Ala

520

Thr

Thr

Ser

Lys

Thr

600

Gly

Glu

Ala

Pro

Ala

680

Leu

Ala

Gly

23563

Gly

505

Val

Asp

Ile

Asp

Ser

585

Thr

Pro

Ser

Gly

Ser

665

Ala

Ser

Phe

Thr

Pro

Val

Ile

Ala

Asn

570

Asn

Phe

Thr

Val

Ser

650

Ser

Gly

Tyr

Thr

Phe
730

Val

Trp

Leu

Lys

555

Tyr

Ile

Gly

Thr

Gly

635

Glu

Pro

Ala

Trp

Val

715

Thr

-36-

Ile

Ala

Tyr

540

Gln

Pro

Glu

Tyr

Gly

620

Thr

Val

Pro

Ser

Asp

700

Tyr

Leu

Gly

525

Gly

Ala

Glu

Pro

Thr

605

Gln

Val

Ala

Lys

Gly

685

Val

Val

Gly

Glu

510

Ile

Ser

Ser

Gly

Arg

590

Asn

Ile

Thr

Gln

Gln

670

Thr

Ser

Gly

Gly

Thr

Pro

Thr

Asp

Leu

575

Tyr

Leu

Val

Val

Leu

655

Leu

Ala

Lys

Ala

Ser
735

Ile

Gly

Ala

Tyr

560

Phe

Glu

Ala

Pro

Gln

640

Tyr

Arg

Thr

Gln

Ser

720

Ser



Thr

Ser

Ser

Gly

785

Cys

Thr

Val

Thr

770

Gly

Lys

Ser

Thr

755

Thr

Gln

Val

Thr

740

Thr

Ser

Gly

Thr

Ile

Ser

Ser

Trp

Asn
805

Thr

Ser

Ala

Thr

790

Gln

Ser

Ser

Gly

775

Gly

Trp

Ser

Thr

760

Pro

Pro

Tyr

Lys

745

Thr

Thr

Thr

Ser

23563

Thr

Ala

Gln

Val

Gln
810

Ser

Lys

Thr

Cys

795

Cys

-37-

Thr

Thr

Pro

780

Ser

Leu

Thr

Thr

765

Tyr

Ser

Gln

Ile

750

Thr

Gly

Gly

Ser

Thr

Gln

Trp

Thr

Ser

Cys

Thr
800





