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(54) CHUNG XA KHUAN STREPTOMYCES SP. XKBIR929 THUAN KHIET VE
MAT SINH HOC VA CHAT XUC TAC SINH HOC THU BUGC TU CHUNG
NAY

(57) Sang ché dé cap t6i ching xa khuan Streptomyces sp. XKBiR929 thuan khiét vé mat
sinh hoc ¢6 kha nang sinh tong hop hop chat giéng laccaza (CGLaccaza), nhung khong c6
ban chat protein trén moi trudng GauseM chira dich chiét dat gdm cac chat 6 nhiém chinh
la 2,3,7,8-TCDD, 2,4,5-T, 2,4-D, DBF, PAH; trong d6 chung xa khuén nay co trinh ty 16S
rARN duoc ding ky trén GenBank véi ma s6 MG243364. Ngoai ra, sang ché con dé cip
t1 chat xtc tac sinh hoc thu duge tir ching xa khuan nay.
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Linh vyc k¥ thuit dwoc dé cap

Séang ché thudc linh vuc sinh hoc. Cu thé, sang ché dé cap tdi chung xa khuén
Streptomyces sp. XKBiR929 thuan khiét v& mat sinh hoc phan 1ap duoc, c6 kha ning
sinh tdng hop chét giéng laccaza (laccase — like). Sang ché con dé cap t6i chat xtc tac
sinh hoc thu duogc tir chiing xa khuén nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Laccaza (benzenediol-oxygen oxidoreductase, EC 1.10.3.2) dugc nhén thdy &
thyuc vat, con trung, vi khudn v ndm va trong tu nhién, enzym nay phan tng vdi céc
hop chét phenol (Ramos et al., 2011). Sy phén b6 rong réi cua laccaza & nim va su da
dang cua ching, dic biét 1a & nidm dam da gép phan vao nhitng nghién ctru sau vé
nhitng ngudn enzym méi duoc cai tién (Haibo et al. 2009). Mic du trung tAm xuc tac
chira ddng la twong ty nhau & tht ca cac laccaza ciia ndm, nhung nhitng diém khac
nhau dang ké d3 duoc md ta dya trén cac dic tinh dong hoc va nhiét hoc cua chung
(de Oliveira et al. 2009).

Laccaza thudc vé nhém enzym polyphenol oxidaza c6 chira ddng trong trung
tdm xuc tac va thuong dugc goi 1a enzym oxidaza da dong. Chung str dung oxy phén
tir d& oxy hoa rét nhiéu céc hop chit thom va khong thom thong qua co ché xuc tac
gbc tur do va tao thanh phén tir nuéc 14 san pham phu duy nhét. Do dé, chung duoc coi
1a c4c chét xtc tac sinh hoc xanh va dugc quan tAm ngay cang nhiéu. Thém vao do,
laccaza tir nAm hau hét 12 enzym ngoai bao nén dé dang dugc tinh ché. Hon thé nira,
laccaza s dung ddng lam ddng tac nhan (cofactor), ma chét nay co thé thu duoc mot
cach dé dang tir cac ngudn cung cAp la nhing mudi ddng ré tién. T4t ca nhitng uu thé
nay da lam cho chit xdc tac laccaza c6 tiém nang dbi voi cac qua trinh cong nghiép.
Ung dung cua laccaza c6 thé dugc chia thanh 6 nhém chinh bao gdm bio vé méi
trudng, tdng hop hitu co, cam bién sinh hoc va thong tin sinh hoc (bioreporter), y té,
thuc phadm va cic nganh k§ thuét (Xu, 2005). Tuy nhién, gid thanh thuong mai cla
laccaza tinh sach cao da han ché viéc khai thac nhdm tmg dung trong cong nghiép cua
chiing.
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Laccaza dugc phan lap tir ndm dam (Basidiomycetes), nim sgi (4scomycetes)
va ndm bt toan (Deuteromycetes) (Aisemberg et al., 1989). Dic biét, ndm dam duoc
coi 14 nhitng sinh v4t san sinh ra laccaza c6 hiéu qua (Ravankar and Lele 2006,
Sadhasivam et al., 2008) va cho dén nay ciing 1a sinh vét duy nhit ¢6 kha nang phan
hiy cac thanh phan cta gd nhu lignin, xenluloza, hemixenluloza. Hau hét cac loai
ndm muc tring duogc ghi nhéan sén sinh laccaza ¢ cac muc d khac nhau (Hatakka
2001). Trong sb ndy, Trametes versicolor (trudc day goi 12 Coriolus versicolor hodc
Polyporus versicolor) dugc nghién ciru nhidu nhét vé kha ning san xut laccaza &
mitc cong nghiép. Ngoai ra, cac loai khéc trong chi nay nhu T. pubescens, R. hirsuta,
T. gallica (Galhaup et al 2002; Rodriguez-Couto et al., 2003; Dong et al. 2005) cfing
sinh téng hop laccaza véi hoat tinh khac nhau.

Laccaza ciia ndm thudng 13 nhitng da isoenzym dugc biéu hién trong céc vit
chu khac nhau duéi cac didu kién sinh truéng khac nhau. D3 c6 rit nhiéu cic nghién
ctru duoc thuc hién dé cai thién viéc san xuét laccaza, nhu t8i wu hoa diéu kién méi
trudng, phan 14p va nhan giéng nhitng chiing c6 hoat tinh laccaza cao, st dung cac
chét cam tmg va biéu hién céc gen laccaza da duoc téi td hop (Wang et al. 2013). Hon
nita, hiu hét laccaza 13 nhitng enzym cam Ung ngoai bao, tdc do tbng hop va hoat tinh
cia chung phu thudc rat 16n vao sy c¢6 mit cia cac chit cam ung thich hop lam ting
hiéu suét sinh enzym (Kocyigit et al. 2012). Laccaza dugc quan tim dic bit vé nhiing
g dung cong nghi€p tiém ning cta ching do kha ning oxy héa cia ching ddi véi
hang loat cac chit 6 nhi®m va cac chit doc bao gdbm cic hydrocarbon thom mach
vong co nguén géc tr ddu mo, thudc nhudm, thube bao vé thuc vat, cac chét 6 nhiém
ndng do thdp v.v.. Sinh tong hop laccaza dugc diéu hoa cao boi thanh phin moi
truong. Vi vdy, téi uu hoa thanh phan mdi trudong da trd thanh mot trong nhing
phuong phép chinh d8 tang cuong kha ning san xuét laccaza. Ngudn cacbon va ion
ddng 12 hai yéu té quan trong nhét trong qua trinh cai thién hodc kich thich qua trinh
sinh téng hop laccaza (Wang et al. 2014, Passarini et al., 2015). Laccaza co thé oXy
hoa hang loat cdc hop chdt hitu co va vd co bao gébm mono, di, polyphenol,
aminophenol, methoxyphenol cfing nhu nhiéu hdn hop cuia kim loai cho nén laccaza
tré thanh Ung ¢t vién ning ky trong ing dung cong nghé sinh hoc. Ném sinh truéng
& cac moi trudng rat bat loi nén ching cling sinh ra cdc enzym rat la c6 kha ning hoat
dong trong cac phan ung hoa hoc rat kho xay ra ¢ diéu kién binh thudng. Ngoai
nhitng ing dung trén thi laccaza con lam chét thém cho san xudt thuc phém, dd uéng,
chuin dodn bénh trong y té, va déng vai trd 1a chit gén trong két cAu clia san xuét
nhién liéu. Gen laccaza va gen enzym oxy hoa gidng laccaza (laccase-like) da nhan
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chira ddng da duwoc d& xudt (laccase multicopper oxidase - LMCO) cung véi protein
tuong ung da dugc ching minh tham gia sinh tdng hop rat nhiéu cac chat phuc vu 'y
té, 1am sach moi trudng 6 nhidm cac chét vong thom va céc chét khong phai 1a hitu
co, chinh ban than laccaza co thé tao nén thudc chita ung thu, tao cac cam bién dé
phét hién ma tuy, cac chit hitu co 6 nhiém, khir doc nhanh cac chét hitu co néng do |
thap (14 cac chét ph4 hong hé ndi tiét, dan dén giam stc dé khang), v.v.. Do laccaza c6
phé co chét rat da dang va hoat dong nhu mot chét xtc tac cin c6 O, va phan Ung
cudi cling tao ra nudc nén tiém nang tmg dung rt cao trong rat nhiéu linh vuc cta doi
séng kinh té. Laccaza duogc chu trong nghién ctru bdi n6 dugc st dung hiéu qua trong
viéc phét trién cac cam bién sinh hoc va té bao nhién liéu. Hon thé nita, nhém enzym
laccaza con 13 céc chit xuc tac hiéu qua trong chuyén hoa céc chét xenobiotic (cht -
khé phén hily sinh hoc) trong tai tao mdi trudng 6 nhiém béi cac chét nguy hiém néu
trén.

Nhu d trinh bay ¢ phén trén, laccaza 1a cic enzym oxy hoa 3 thanh phan c6
chita ddng, enzym nay c6 thé ldy mot dién tir cia 4 phan tir co chat va khir oxy
nguyén tir thanh nudc. Ngay nay, co nhiéu enzym da duoc xac dinh c¢6 céu tao va co
ché hoat dong sit dung oxy gidng laccaza, nhung né khong thé hién c6 co chit dic
hiéu hudng tGi qué trinh benzendiol (qua trinh gin gbc OH vao vong benzen). Nhitng
enzym nay thuong co6 hoat tinh khong bn dinh va khong d& dé phan loai, vi viéc phan
loai laccaza thudmg dua trén loai phan mg hoéa hoc va tinh chét vat Iy cta co chét,
nén thudt nglt oxy hoa gibng laccaza (laccase-like) da nhan chua ddng da duoc dé
xuét (laccase multicopper oxidase - LMCO).

Chu tric phéan ttr cia LMCO da duoc nghién ciru béi Messerschmidt va cong
su trong rat nhiéu cong bd tir ndm 1989 dén 1993. Té6i thang 7 nim 2014, da c6
khoang 30 cAu trac tinh thé LMCO khac nhau da dugc ding ky trong ngén hang
protein, trong do co clu tric laccaza cua loai B. subtills CotA. Tuy nhién, ciu tric
phan tt LMCO nay van ¢6 ban chét 13 protein. LMCO thudng 6n dinh nhiét d6 véi
nhiét d6 phan tng tdi wu trén 45°C, c6 thé ké dén LMCO dugc sinh téng hop tir ndm
dam Pycnoporus cinnabarinus khi 0 2 gio & nhiét do 80°C thi hoat tinh giam di mot
ntta va khi & & 37°C sau 245 ngay van con hoat tinh.

Géan day, viéc nghién ctru ung dung cac hoat chét sinh hoc duoc sinh téng hop
b6i ching nim trén toan thé gioi dé timg dung trong cong nghiép ché bién thuc an va
duoc pham ngly cang duoc ting 1én, cac san phim nay da tr& thanh linh vuc quan
trong clia cong nghé sinh hoc hién nay. Céc hoat chét nay 13 cac protein, polysacarit
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hodc hdn hop polysacarit va protein c6 ngudn gbc ndi va ngoai bao, cé khdi lugng
phan tu thip (Low Molecular Weight- LMS). Khi phén tich thanh phan héa hoc ciia
cac chét nay, thi théy ¢ sy xudt hién cua cac loai duong va céc hop chét phenolic.
Trong qua trinh nudi cdy loai ndm dam Cerena unicolor trén moi trudong long, phat
hién thdy hoat chat c6 khdi lwong phan tir thdp khoang 10kDa, chat nay co hoat tinh
oxy héa manh, béng hoic cao hon khi so sanh véi trolox va axit ascorbic.

Mot sb nghién ctru di chitng minh hiéu quéa qua trinh phan huy sinh hoc lignin
khong cao néu chi c6 vai trd enzym thudc ho lignin, ma & d6 c6 sy tham gia ctia mot
s6 hoat chét c¢6 kich thudc nhé ¢6 kha ning thé khuéch va dong vai tro khoi dong qua
trinh phan hdy lignin. Glycopeptit ¢ khdi lugng 1 dén 5 kDa dugc sinh tbng hop tir
loai Phanerochaete chrysosporium, goi 13 tAc nhan Pc, chét nay c6 thé xuic tac phan
tmg khir d tao thanh gbc OH’ va khir Fe** thanh Fe?*. Hién nay, nhing nghién ctru vé
mdi quan hé gitta tdc nhan Pc v6i cac enzym ligninolytic va vai tro trong qua trinh
phén huy lignin dang duoc tiép tuc nghién ctru. Qua trinh tinh sach tac nhan Pc dugc
thuc hién nhu sau: dich enzym ngoai bao thd cta ching P. Chrysosporium ME-446
ATCC 34541 dugc siéu loc qua mang 5 kDa, cac thanh phan sau qua trinh loc dugc
tinh sach qua cdt Sephadex G-10, sau d6 dugc tinh sach tiép theo qua thiét bi HPLC
TSK véi ¢t GEL G2500PW. Tiép theo, tac nhan Pc tinh sach di duoc xac dinh cau
tric v6i hang loat peptides bing phuong phap trén thiét bi MALDI-TOF ciing nhu
phén tich axit amin. Qua do6 khéi luong phén tir cua tac nhan Pc dugc xac dinh trong
khoang 0,5 dén 1,0 kDa.

T4c nhan Pc cla loai P. Chrysosporium c6 thé oxy hoa chét 2,6-DMP ma
khong c6 su tham gia cia Mn®* va H,0, trong khi MnP duoc sinh téng hop béi ching
nay thi khong thé oxy hoa dugc 2,6-DMP néu khong c6 Mn?* va H,0,. Phan hoat tinh
nay cia P. Chrysosporium cO khdi lwong phan tit dudi 5 kDa, chimg t6 vai trd trong
phan ing oxy hoa cua cac chét trao dbi chét tir loai P. Chrysosporium khong chi 13
MnP hoéc laccaza.

Téc nhan Pc c6 thé oxy hoa 2,6-DMP ¢ nhiét do trong khoang tuir 30 dén 80°C
va no6 rat bén nhiét, né co thé khong mat hoat tinh néu dun & 100°C trong 30 pht, tinh
chét nay rat khac so v6i enzym. Tac nhén Pc c6 hoat tinh oxy hoa trong mdi truong
pH khoang tir 3-9 va hoat tinh van duy tri 6n dinh trong khoéng pH kiém yéu. Khi
nghién ctru 4nh hudng cia cac ion kim loai, theo d6 hoat tinh oxy hoa cuia tac nhan Pc
duoc tang 1én khi c6 mit cac ion Cu®’, Mn?*, Co?" va Fe?* va ndng do clia céc cation
ndy anh hudng 1én hoat tinh cla tdc nhan Pc khéc nhau. & ndng do rét thip ion Cu®*
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va Fe*" da lam ting hoat tinh cua tac nhan Pc, nhung khi ndng d6 tang 1én thi gay wc
ché hoat tinh ctia né.

Theo mot nghién ctru khac, mot loai peptide dac biét co khdi lugng phén tu
thép dugc dat tén 1a tdc nhan Gt dugce phan 1ap va tinh sach tir dich chiét sau khi nudi
cdy loai ndm nau Gloeophyllum trabeum bing sac ky khi 16ng cao 4p ( HPLC). Téc
nhan nay c6 ai luc cao va kha nang tao phirc véi Fe’* va khir Fe**. Khi ¢6 oxy phén tir
no6 c6 thé tao thanh OH'. T4c nhan Gt c¢6 thé bé gay lién két hydro bén trong va bén
ngoai chudi celluloza bing co ché lién két cia gbc OH', két qua tao thanh céc san
phim khir, khong khir va 1am cho xenluloza d€ bi phan hity hon & céc giai doan tiép
theo. Qua trinh nay twong dbi khac véi qua trinh thily phan bdi cic enzym cellulaza,
tac nhan Gt nay déng vai trd quan trong trong qua trinh phan hiy celluloza béi nim
nau.

Nhu vay, céc tdc nhan Gt, Pc duoc dat tén Xuét phat tir tén cua loai nim sinh
tbng hop ra n6. Ngoai ra, con c6 tc nhan SFGF duogc sinh téng hop trong qua trinh
hinh thanh soi ndm, tic nhan nay c6 mot sb tinh chét giéng tac nhan Pc va Gt nhu kha
ning oxy hoa tang 1én khi c6 mit cla cac ion Fe**, Cu®* va bj tic ché boi EDTA va
N,, tuy nhién n6 ciing c6 sy khac biét khi nao can H,0, dé tao ra géc OH* trong qué
trinh oxy héa trong khi tdc nhan Pc khong tao ra gbc OH*. Kha ning oxy héa cua tc
nhan Pc van duogc duy tri & cac pH kiém yéu trong khi tdc nhan SFGF va Gt lai khong
c¢6 kha ning oxy héa nay. Nhiéu nghién ctru da chi ra rang c6 khoang 57 loai ndm
phan hiy lignin thudc 34 chiing ndm tring, ndu va nAm mém c6 thé sinh tong hop cac
peptit co khéi Iwong phén tir thép (<5kDa) c6 hoat tinh oxy hoa. Tuy nhién, cic cong
bb v& co ché hoat dong cua nhing peptides ndy con & mirc rat han ché do rat kho dé
tinh sach va hoat tinh oxy hoa khong 6n dinh. Nhiéu nghién ciru da khong trién khai
tiép duoc boi kha nang khong n dinh cuia cac chét ¢6 khdi lugng phan tir thip tir nAm
phan hiy lignin. Cac chét c6 hoat tinh sinh hoc v6&i khdi lugng phén tir thap nhu mé ta
& trén dugc goi 1a cac tadc nhan Pc, Gt, SFGF hién nay chua c6 thém thong tin lién dén
d3c tinh ciing nhu cdu tric phan tir va thanh phéan ciu tao.

Chi Streptomyces 1 chi chiém sb Iugng 16n trong dat va ¢ vai trd quan trong
dbi v6i hé sinh thai dat. Mot vai dai dién thudc chi Streptomyces (theo khda phén loai
hién dai x4c dinh trinh ty gen ma hoa 16S rRNA thi chi ndy van dugc xép 1a vi khuén,
nhung theo hinh thai thi ching van dugc goi 1a xa khuan) c6 kha ning sinh hop chat
gidng laccaza, nhung van c6 ban chét 1a protein thuéc LMCO.
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Mot sb nghién ctru & Viét Nam ciling da chi ra su tdn tai ctia hoat chét sinh hoc
¢6 tinh chat xtic tac gidng laccaza, ching khong c6 ban chat protein dugc thé hién &
kha nang bén nhiét cao, oxy héa ABTS chuyén thanh mau xanh, oxy héa guaniancol
sang mau do gidng laccaza that (tir nim dam, nim soi, vi khuan, v.v.), hop chét d& cap
& sang ché nay dugc sinh tong hop tir cdc chung xa khuédn, ndm soi dugc phén lap tir
d4t 6 nhidm chét diét co/dioxin tai san bay Pa Néng va sau nay 1a san bay Bién Hoa.
Tu nhitng nghién ciru trude cho thdy ching Streptomyces sp. XKDN12 da duge phan
lap tir mAu dit 6 nhidm chét diét co/dioxin & Da Ning, ching c6 kha nang sinh chét
gidng laccaza va c6 kha nang sinh trudng t6t trén moi trudng chira hydrocarbon da
vong thom, sau 7 ngay nudi cdy phan huy dugc 32,72% phenanthran, 39,01%
antharacen. Mot sd chung Streptomyces khic nhu Streptomyces sp. XKBHI,
Streptomyces sp. XKBH13, Streptomyces sp. XKDN12 déu duoc phan 1p tai cac khu
vuc bi 6 nhiém cht diét co/dioxin tai sin bay Bién Hoa va Pa Ning da thé hién kha
nang sinh tdng hop chét gidng laccaza. Theo nghién ctru nghién ctu truée day thi
ching xa khuin XKDNRI1 dugc phan I8p tr khu xtr Iy sinh hoc (biorector) xtr Iy chit
diét co/dioxin trong dit tai "diém nong" Pa Ning nudi trén méi trudng c6 dich chiét
dét 6 nhi®m ning chét diét coé/dioxin (DCD), hoat tinh CGlaccaza cao nhét 1a 21,53
U/l sau 4 ngay nudi cdy. Tuy nhién, chua c6 nghién ciru chi tiét vé ban chat hoa hoc
nhu tach chiét, tinh sach va cac ddc diém sinh hoc khac cta nhém chat moi rét ly
tha nay.

Trong ty nhién ngoai qué trinh sinh trudng, phat trién ctia minh, vi sinh vét
ngoai kha ning sinh tdng hop céc enzym c6 ban chit protein thi ching con c6 kha
nang khac nita 1a sinh téng hop mot sb tac nhan sinh hoc (chét xuc tac sinh hoc) c6
khéi luong phan tir thip, tén goi cac chit nay phu thudc vao ngudn gde nd dugce sinh
ra. Cac tdc nhin nay c6 kha ndng oxy hoa gidng laccaza nhung dic diém héa-sinh
khac xa véi laccaza that. Cac hop chat nay khong c6 ciu tao protein ma chi 13 céc
doan peptide hay hop chit c6 hoat tinh oxy hoa cao. Mot s6 nghién ctru & Viét Nam
da chi ra su ton tai ctia chit c6 hoat tinh sinh hoc nhur trén dugc sinh téng hop boi cac
chung xa khuén, ndm soi duoc phén lap tu dat 6 nhidm nang chét diét co/dioxin tai
san bay Bién Hoa, Da Niang. Tuy nhién, nghién ciru chi tiét dé tim hiéu dic tinh hoa-
sinh cling nhu kha nang tmg dung ctia chung trong loai mau thubc nhudm, phén huy
cac hop chét hitu co mach vong va dic biét la dioxin con rat han ché. Vi vay, dé phan
biét v&i nhitng tén goi va thuét nglt clia cac nghién clru trude ddy va thuén tién trong
viéc goi tén trong sang ché nay, hoat chat méi duoc phéat hién s€ dugc goi la
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»CGlaccaza”. Ciing c¢6 thé sau ndy khi c6 di minh ching thi s& dugc dit tén maoi. Vi
du 12 SDL (tir Streptomyces, phan 1ap tir d4t nhiém dioxin va sinh chit gidng laccaza).

Ban chét ky thuit ciia sang ché

Chuiing XKBiR929 theo sing ché dugc phan 1ap tir mau dét 6 nhiém chét diét
co/dioxin tai khu vuc méi duge phat hién va dét da duoc khir doc cia san bay Bién
Hoa, thudc chi Streptomyces, c¢6 kha ning phan b rong va chung c6 thé c6 kha ning |
tham gia vao qud trinh phén hdy va chuyén hoa céc chét diét cé/dioxin cling nhu cac
hop chat da vong thom khéac. Ngoai ra, nhiing ching ndy con c6 kha ning sinh
CGlaccaza trong dit 6 nhiém 13 dic tinh mang nhidu y nghia nhim st dung trong
phan huy sinh hoc. Pay 13 nhitng phat hién m&i va c6 thé tir day tao ra san phim gon
nhiéu ching sinh céc chét twong tu laccaza nady dé xir ly cac loai hinh 6 nhiém thugc
hop chit cac chét hitu co khé phan hiy (POPs) trong cac mdi truong c6 dd pH rat
khic nhau. Cac két qua thu dugc cho thdy cc ching vi sinh vat sinh téng hop
CGlaccaza (laccase-like) c6 ban chét khong phai 1a protein, vi sau khi dun s6i dich
nudi cly béi cac ching xa khuin vai gio van c6 thé loai bo hydrocacbon da vong
thom. Ngudn xa khuén sinh bao tir va sinh téng hop chit c6 tinh xuc tic CGlaccaza
dd phan 18p va bao tdn dugc tir chinh noi dét 6 nhiém ning chét diét cé/dioxin, dat
duoc xtt Iy khir doc bing cong nghé phan hily sinh hoc tai sén bay Bién Hoa sg& tro
thanh ngudn nuyén liéu di truyén phuc vu xit ly va tai tao mdi trudng 6 nhiém cac
chit dang gdy hiéu qua x4u nhit véi stre khde cua con ngudi.

Cho dén nay, chua c6 nghién ciru sau sic d& cap dén kha ning sinh tong hop
chit xuc tac oxy hoa CGlaccaza, cling nhu kha nang xtc tac phan hiry chuyén hoa cac
hop chét vong thom, dic biét la cac chét diét co/dioxin s& lam sang to trong sang ché
boi dai dién thudc chi Strepfomyces.

Mo ta vin tit hinh vé

Hinh 1 13 hinh anh thé hién dac diém hinh thai khudn lac ching xa khuin
XKBiR929

Hinh 2 14 cay phat sinh ching loai chung XKBiR929

Hinh 3 13 biéu dd thé hién kha nang sinh tong hgp CGLaccaza theo thoi gian
ctia ching XKBiR929 trén méi trudng chira DCD (A); DBF (B); 2,4,5-T (C); 2,4-D
(D); PAHs (E)
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Hinh 4 1a bidu dd thé hién két qua tinh sach CGLaccaza sinh tdng hop béi
chiing XKBiR929. Hoat tinh qua c0t sdc ky loc gel Sephadex G75 (A) va qua cot trao
dbi ion trén hé théng Hitrap QHP (B)

Hinh 5 13 hinh anh thé hién két qua thir nghiém phan tmg oxy héa cia
CGLaccaza tinh sach véi ABTS trong dém KCI-HCI, 46 pH = 1 sau 2 phut (A), 1
phut (B) va khong c6 (C).

Hinh 6 12 biéu d6 thé hién sy anh hudng ciia do pH 1én hoat tinh (A) va do bén
(B); dong hoc xuc tac (C, D) va anh hudng cua chit e ché (E) va ion kim loai (G) 1én
CGLaccaza tinh sach cia XKBiR929.

Hinh 7 1a biéu dd va hinh anh thé hién kha ning loai mau thuéc nhudm
MN.FBN bing CGLaccaza ctia ching XKBiR929. (A)-VIO; (B)-HBT; (D)-Enz; (C)-
dbi chung.

MO té chi tiét sang ché

Xa khudn duoc phan lap theo phuong phap lam giau va cdy chuyén nhiéu lan
sang mo6i moi treong Gause M dich thé va thach chura dich chiét dat (DCDB). DCDb ¢6
d6 doc > 4000 ngTEQ/ml, chiét tir d4t 6 nhi®m ning chit diét co/dioxin tai san bay
Bién Hoa chira cac dong loai doc ctia dioxin trong d6 c6 déng loai doc nhét 13 2,3,7,8-
TCDD v6i tbng d6 doc chiém hon 90% va cac chét diét ¢é 2,4,5-T, 2,4-D, polyphenol
TCP, DCP, cé4c chét hitu co da vong thom PAH va cic chat trao ddi chét khac tir cac
hop chét clo trén. ‘

Chuyén gia trong Iinh vyc vi sinh vat co thé dé& dang thyc hién viéc chon moi
trudng va cac thao tic nudi ciy cac ching ndm trong qua trinh phan 13p nay. Moéi
treong dé nudi cdy va xac dinh kha ning sinh tdng hop CGlaccaza dugc dé cap & day
1a moi trudng Gause M (moi truong co ban di thay ddi thanh phan, giam ngudn C va
thay bing cac hdn hop cac chét doc hitu co da vong thom chira clo va khong chira clo)
cO thanh phén nhu sau: KNO; 2 g/L, MgSO,4 0,45 g/L, KH,PO4 0,15 g/L, NazHPO4
0,35 g/L, NaCl 1 g/L, K,HPO, 0,25 g/L, FeSO,4 0,01 g/L, cao nim men 0,2 g/L, cao
malt 3 g/L, tinh bot 3 g/L; thach 15 g/L. Phu thudc vao tinh chét cdn nghién ctru s& bd
sung thém céc ngudn cacbon khac.

Chung vi sinh vat phan lap dwoc dugc x4c dinh hinh thai va phan loai bing
cach xac dinh trinh tu 16S rARN bﬁng ky thuat PCR. Sau khi thyc hién phéan loai,
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chung xa khuén thu duoc di x4c dinh 13 thudc chi Streptomyces sp. va dugc dinh danh
la Streptomyces sp. XKBiR929.

Bao tir ciia chiing xa khudn ndy duoc bao quan va luu giit trong 50% glycerol &
-80°C hoiic trong dau khoang & nhiét do 25 - 30°C hay nuéc cit vo tring tai Vién
Han 14m Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam dudi dang thudn khiét vé mat sinh hoc.

Ching xa khudn Streptomyces sp. XKBiR929 thu dugc dugc nudi cdy dé thu
chit xtc tac giéng laccaza. Chét xuc tac giéng laccaza thu dugc tir ching xa khuén
Streptomyces sp. XKBiR929 dugc x4c dinh hoat tinh, ddc biét 1a kha ning loai mau
thudc nhudom va kha niang phan hiy ddng phan dioxin 2,3,7,8-TCDD. Chit gidng
laccaza tinh sach tir Streptomyces sp. XKBiR929 véi hoat tinh 105.900 U/L ¢ d6 pH =
1, & do pH thép tir 1 dén dudi 3 hoat tinh cao nhat, rit bén nhiét ngay ca & 100°C
trong vong 3 gio ma hoat tinh khong thay dbi; gia tri dong hoc V. la 142.857
uM/phit va K,, 14 0,43 uM nén kha ning oxy hoa cao & d pH thip. Bi e ché béi cac
chét e ché 13 L-lys, EDTA, SDS va ciing b tc ché béi c4c ion kim loai Co*", Mn*",
K*, Na*, Mg?', Ca*", Ni** va Cu®" ¢ ndng d6 2, 5 va 20 mM. Con Fe®" gay ra su tc
ché manh nhét & cac ndng do tir 2-20 mM. Chat gidng laccaza loai duge 75,8% mau
thuéc nhudém hoat tinh MN.FBN sau 5 gid & ndng dd ban dau 100 mg/L trong moi
truong do pH = 1 v&i sw c6 mit ciia chit gén két 13 ViO.

Vi du thuce hién sang ché
Vi du 1: Phan 18p xa khuén va phan loai ching xa khuén thu duoc

Tién hanh: Cén 10 g d4t nhi®m niing chit diét cé/dioxin dioxin tai khu vuc méi
dugc phat hién va dat da dugc khir doc clia sin bay Bién Hoa, mau d4t dwoc bao quan
cén than va dugc dung dé phan 1ap chi sau 24 gid. Sau khi 14y mau cho vao binh tam
giac chira 90ml nudce mudi sinh 1y da khtr tring sdn. Sau d6, dua binh tam gi4c vao
may lic & 30°C véi tde do l4c 200 vong/ phut, trong vong 30 phut, thu duoc dich ¢6
do pha loang 107", Léc déu rdi hat 0,5 ml dung dich 10! cho vao 6ng nghiém chtra 4,5
ml nuéec mudi sinh ly vo tring, thu duge dung dich pha lodng ndng 4610 Tiép tuc
pha lodng nhur thé ta dugc dung dich ndng do 102 107, 104, v.v..

Hat 40-50uL dung dich & mdi ndng do pha lodng, gat 1én dia petri c6 chira moi
truong Gause M thach chira dich chiét dt (DCD), 1a dich chiét tir dét 6 nhiém ning
chit diét co/dioxin tai san bay Bién Hoa chira cic chit chira. DCP chtta hon 90%
2,3,7,8 TCDD va cac chit khac nhu 2,4-D; 2,4,5-T, TCP, DCP, PAHs va c4c chit trao
dbi chit cua ching v.v.. Dung que trang trai déu khip trén mit thach. Sau do, nudi cac
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dia nay trong ti nudi 30 °C tir 3-7 ngay. Tién hanh hiém tra sau m&i ngay nuéi cdy.
Téch khuén lac riéng va céy chuyén cho dén khi thu dugc ching xa khuan thudn khiét.
Cudi cing, cdy gidng sang 6ng thach nghiéng dé tam bao quan va nghién ciru cac dic
diém sinh hoc ciia xa khudn. Con giit giéng 1au dai phai giit & dang bao tir. Mudn
khong mét hoat tinh phan hiy thi méi trudng ludn ludn phai gdm céc co chét twong
ung.

Mot trong nhiing chung xa khudn thudn khiét phan 1ap duoc la chung
XKBiR929. Ching nay sau d6 dugc xac dinh cac dic diém hinh thai, dinh danh va
xéc dinh cac dac tinh sinh hop chit gidng laccaza mong mubn.

Céc dac diém hinh thai cia chung xa khudn dd khéo sat bang cach quan sét
bing mit thuong va kinh hién vi dién t& quét JEOL-Nhat Ban véi do phéng dai
10.000 14n. Hinh thai khuén lac céac chung xa khudn duoc quan sat sau 5 ngdy nudi
céy trén moi trudong Gause M thach & 30°C. Piac diém hinh thai khuén lac chung xa
khuin XKBiR929 quan sat dugc dugc thé hién trong Bang 1 va trén Hinh 1.

Bang 1 — Bic diém hinh thai khudn lac ching xa khuan XKBiR929

Pic diém | Ching XKBiR929
. . Bé mit bong x0p, khuén lac d€u nho cao, nhan & tdm, khuan ty khi sinh
Hinh thai (A A
phét trién tot
Kich thuéc | Puong kinh khuén lac 3 —4 mm
Mau sdc Khuan ty khi sinh ¢ mau néu, khuan ty co chat khong c6 mau.
N Bao tir hinh triing, c¢6 gai, két dinh véi nhau tao thanh hinh xodn moc,
Bao tur \ . X
duong kinh 1 dén 1,16 um

Sau d6, phan loai chung xa khudn thu dugc bang cach xac dinh trinh tu gen 16S
rARN. ADN tbng sb ctia ching xa khuén duoc tach chiét theo céc budc sau:Thu sinh
khdi xa khuén vao éng eppendorf bang cach ly tim 6000 vong/phut trong 10 phit &
4°C; B sung H,O d& rira sinh khdi, ly tAm 6000 vong/phut trong 10 phit & 4°C; B
sung 400 pl dung dich dém phan giai, vortex déu; B sung 50 pl lysozym 10 mg/ml, 0
& 37°C trong 30-45 phut; Bb sung 20 pl proteinaza K i & 56°C trong 1 gio; Bb sung
C:I (24:1) voi ty 1€ 1:1 (v:v), vortex, ly tdm 12.000 vong/phut trong 15 phut ¢ 4°C;
Hut phan dich ndi phia trén sang éng eppendorf méi; B4 sung isopropanol véi ti 16 1:1
vé& thé tich, 0 & 4°C qua dém; Ly tdm 12.000 vong/phut trong 15 phut & 4°C, thu tia;
B& sung etanol 100% ty 1& 1:1 (v:v); Ly tdm 12.000 vong/phit trong 15 phut & 4°C,
thu taa, rira tiép bang etanol 70%; Lam kho tia; Hoa trong TE, bdo quén & 4°C. Sau
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khi thu dugc ADN téng sb, thuc hién khuéch dai doan gen mi hoa 16S rARN bﬁng ky
thuat PCR. Poan gen ma hoa 16S rARN dugc khuéch dai bﬁng cap mdi 27F (5’ -
AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG - 3°) va 1492R (5 — TAC GGG TAC CTT
GTT ACG ACT T- 3’) (Baker, 2003; Bourne, 2005).

Xa khuén dugc phéan loai dua trén trinh ty doan gene ma hoa 16S rRNA. DNA
téng sb dugc tach chiét theo phuong phép cia Vijay Kumar va cong su (Vijay 2010)
va lam sach bang kit Qiaquick® Mini Columns (Qiagen - Ptrc). Hon hgp phén tng
PCR chuira: 3 pl buffer taq (5X); 3 pl Mg**; 3 ul ANTP; 1 ul 27F; 1 ul 1492R; 0,15 pl
taq polymerase; 1 ul DNA khudn va bd sung nuéc loai ion dén 30 pl.

Thanh phéan phan ﬁﬁg PCR nhu sau:

Thanh phin Thétich (ul)  Ndng do cubi
Pém Taq 10X 2,5 1X
dNTPs 2 mM 2,5 0,2 mM
MgS04 20 mM 2,5 2 mM
Mbi 27F 10 uM 1 0,4 uM
Moi 1492R 10 pM 1 0,4 uM
Taq Polymeraza

0,2 1U/25 ul
50/ ul
ADN khuén 1 -
ddH,0 14,3 )
Téng thé tich 25 ul -

Chu ky nhiét ciia phan tng PCR nhu sau:

Budc Nhiét d6/thoi gian S6 chu ky
Bién tinh 94°C/5 phit 1
Bién tinh 94°C/1 phut 30

-12-
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Gin moi 55°C/1 phut

Kéo dai chudi 72°C /1 phiit 30 gidy

Kéo dai chudi 72 °C /7 phut 1

On dinh 4°C Giit 6n dinh

Trinh tu gen ctia chung nghién ctiru dugc so sanh voi dit liu trinh ty gen cac
chiing trén GenBank. St dung phan mém Finch TV va MEGA6 dé xay dung cay phat
sinh ching loai, két qué duogc thé hién trén Hinh 2.

Trinh tu doan gen 16S rRNA cua ching XKBiR929 duoc so sanh voi céc trinh
tu gen twong g cda cac vi sinh vat nhan so dd dugc cong b6 trén GenBank. Chiing
xa khudn XKBiR929 c6 muc do twong ddng 99% véi loai xa khuan S. albogriseolus
sp.NBEA0, day 1a ching dugc phan 1ap tir dit 6 nhiém cta khu vyc nha mdy sén xuét
gidy & An Do, twong ddng 97% véi chung xa khudn S. sp. C39 dugc phan lap tir dét 6
nhi®m céac thudc trir sdu & Argentina va chiing c¢6 kha ning sinh truéng va phat trién
trén moi trudong chira thude trir sau 13 lindan (HCH) va methoxychlor, tuong dong
97% voi ching S. albogriseolus GhS-A9-1, ching nady dugc phén 1ap tir trdm tich
rimg ngap min & Hai Nam, Trung Qudc ¢6 kha nang sinh téng hop chit ¢6 hoat tinh
sinh hoc dé giét cac loai giun san c6 hai. Cudi cung trinh ty gen ma héda 16S rRNA
cta chung xa khudn cta sang ché ndy tuong ddng 97% véi chung S. albogriseolus
NBE40 hién nay chiing nay chwa c6 nhiéu thong tin vé ngudn gbc phan lap cling nhu
dic tinh sinh hoc.

Dua trén cac dac diém hinh thai khuén lac, bao tr va so sanh trinh tu doan gen
ma hoa 16S rRNA, chiing XKBiR929 dugc xép vao chi Streptomyces va dugc dit tén
Streptomyces sp. XKBiR929. Ma sd dang ky trén Genbank ctia ching Streptomyces
sp. XKBiR929 1a MG243364.

Vi du 2: Kha ning sinh téng hgp CGLaccaza ciia XKBiR929 trén mdi trudng
chira cac chit hitu co clo khic nhau

Ching xa khudn Streptomyces sp. XKBiR929 c6 kha ning sinh CGLaccaza da
phan 14p tir chinh noi d4t 6 nhiém nang chit diét cé/dioxin, dat duge xi ly khwr doc
bing cong nghé phan huy sinh hoc tai sdn bay Bién Hoa, ciing dd dugc nuoi céy trén
cac moi trudng chira cac chit hitu clo khac nhau. Sau 7 ngay nudi cAy o nhiét do 30°C
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lic & téc d6 120 vong/phut, ching XKBiR929 c6 kha ning sinh truéng manh trén mdi
trudmg chira cac cht 6 nhidm 13 dich chiét dét (DCP), 2,4,5-T; 2,4-D; (dibenzofuran)
DBF va PAHs, céc két qua duoc thé hién trén Hinh 3.

Ching XKBiR929 c6 kha ning sinh trudng va sinh téng hop CGLaccaza trén
mdi trudong Gause M cé chira tir 4% dén 16% theo thé tich DCD. Hoat tinh giéng
laccaza cao nhét tao ra bai XKBiR929 1a 803 U/l & ngay thir 13 véi thé tich DCD 1a
8% va giam dan & céc ty 1& bd sung 13 12 va 16% trong mdi truong nudi céy.

Sau 4 ngdy nudi cdy, ching XKBiR929 sinh tong hop CGLaccaza véi hoat tinh
cao nhat 12 803 U/l & ndng d6 200 ppm 2,4,5-T sau 13 ngay nudi cdy va hoat tinh
gidm dén khi n6ng d6 2,4,5-T tang dan.

Ching XKBiR929 c6 hoat tinh cao nhét 1 566U/l sau 13 ngay nuéi cy & 100
ppm va 200 ppm 2,4-D trong mdi trudong. Hoat tinh CGLaccaza giam dan theo thoi
gian khi ndng d6 2,4-D cao hon.

Trén moi truong Gauss M chira DBF, hoat tinh CGLaccaza do XKBiR929 sinh
tdng hop cao nhat 1 814 U/l & ndng d6 14 200 ppm véi thoi gian nudi cdy 1a 15 ngay.
Trén mdi truomg Gauss M chira 200 ppm PAHs thi hoat tinh CGLaccaza cao nhat thu
duoc dbi véi XKBiR929 13 867 U/l sau 15 ngdy nudi cdy.

Nhu vy c6 thé thdy ring ching XKBiR929 c6 kha ning sinh tdng hop
CGLaccaza kha t6t, tuy nhién can tiép tuc nghién ctru khao sat cac diéu kién nudi cay
phu hop nhu nhiét do, chit cam ung, do pH va céc nguén co chét bd sung khac, v.v.
dé thu dugc CGlaccaza co6 hoat tinh cao nhét. Bén canh d6 1a nghién ctru kha nédng
ting dung trong phan hity, chuyén héa céc chit 6 nhiém hitu co clo trong mdi trudng.

Cho dén nay, chwa c6 nhidu nghién ctru d&& cap dén kha ning sinh tong hop
CGLaccaza, ciing nhu kha nang xuc tac phéan huy chuyén hoa cia CGLaccaza tir cac
dai dién thudc chi Streptomyces trong mdi trudng cé’ cac hop chit vong thom, dic bit
1a cac chét diét co/dioxin da duoc st dung trong sdng ché nay. Tinh sach va tim hiéu
dic tinh cia CGLaccaza ma cac chiing xa khuan phan lap dugc tir khu vure 6 nhiém
ning chit diét cé/dioxin sinh tdng hop c6 tinh méi va khong trung 13p & séng ché nay.
Sang ché da danh gi4 kha ning tinh sach va dic tinh hoa-ly cta hoat chét sinh hoc sau
khi duogc tinh sach .

Vi du 3: Tinh sach CGLaccaza tir xa khudn Streptomyces sp. XKBiR929
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Qua trinh tinh sach d& dugc thuc hién boi cac bude sau day:
a) Tinh sach bang cot loc gel

DPdi v6i dich CGLaccaza thd cta ching XKBiR929 duoc cb bang thiét bi cit
quay ¢ nhiét 4o 80°C va ap suét 0,8 atm. Dich CGLaccaza sau khi c6 dugc dua 1én ¢ot
séc ki loc gel Sephadex G-10 véi thé tich 2 ml/1an. Cot c6 kich thudce 1,2x50 cm duge
can bing véi dém 20 mM natri axetat; do pH = 5,5; tbc do dong chay 1a 20 ml/gio.
Thu 35 phéan doan tir luc dich enzym & do cao 2 cdt, thé tich mdi phan doan 1 ml.
Ham lugng protein va hoat tinh enzym dugc xac dinh trong mdi phan doan.

b) Tinh sach béng cot trao ddi ion

Dich enzym sau khi qua cdt sephadex G-75, G-10, chon nhiing phén doan c6
hoat tinh laccaza cao dugc dua tiép 1én cot sdc ky trao ddi ion Q - anion véi tong thé
tich 1a 10 ml. Cot ¢6 kich thude 1 x 5 cm dugc cén br?mg véi dém 20mM natri axetat,
do pH =5,5. Thoi mau bang mudi 0,05 - 0,5 M NaCl, budc nhay gitra cac ndng do 1a
0,05 M; mdi ndng do thu 10 phan doan véi thé tich 1 ml/phéan doan. Téc dd dong chay
la 1 ml/phﬁt khi céan béng cOt va load mau; 1,5 ml/ phiat khi thoi mau. Ham luong
protein va hoat tinh enzym dugc xéac dinh & mdi phéan doan.

¢) X4c dinh ham lugng protein téng sb

Ham lugng protein dugc xac dinh bing phuong phap Bradford (1976). Phuong
phép nay dua trén nguyén tic: cac protein khi phan (mg véi thudc nhudm Coomassie
Brilliant Blue s& hinh thanh phirc hgp mau c6 kha nang hép thu 4nh séng manh nhét &
budc séng 595 nm, cuong dd mau ti 1¢ thuén véi ndéng do protein trong dung dich.
Ham luong protein téng s& duoc x4c dinh dua vao dd thi chuan protein tir dung dich
BSA (Bovin Serum Albumin).

Dung dich chudn BSA c¢6 néng do stock 100 pg/ml dugc sir dung dé xay dung
duong chudn protein. St dung nude khir ion d& pha loang cac néng do BSA khic
nhau 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 va 70 pg/mL. Gia tri OD duoc xac dinh & budc song
595 nm. Thi nghiém dugc tién hanh trong dia 96 giéng. Nong do protein duge xéc
dinh dua trén dudng chudn BSA. Qua trinh tinh sach, dich CGLaccaza thd dugc dua
qua cot séc ky loc gel, hoat tinh thu dugc tang 1én 1,26 [an ( tir 3.192 U/L dén 4.028
U/L), ndng &6 protein gidm di tir 0,0357 mg/ml xudng con 0,0116 mg/ml.
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Hoat tinh CGLaccaza va ham luong chét thu duge ctia mdi phan doan khi qua
cdt sic ky loc gel déu dugc xac dinh (Hinh 4 A, B). Phéan doan c6 hoat tinh cao nhét
sau qué trinh séc ky loc gel s& dwoc dua qua cot sic ky trao ddi ion Hitrap QHP, chit
qua cdt thu dugc rira giai & néng d6 mudi NaCl 0,1M véi hiéu suét 69,7% va néng do
chét thu duoc dat 6,93 U/mg.

Vi du 4: Xac dinh trong lugng phéan tir

Dé xac dinh khdi lugng phan tir va do tinh sach cia CGLaccaza duoc xéc dinh
bang phuong phép dién di trén gel polyacrylamit. Qu4 trinh dién di dugc thuc hién véi
dong dién c6 hidu dién thé 12 90V dbi véi ban dién di gel c6 va 120 V ddi véi ban dién
di gel tach. Thanh phan cua gel dién di gdm

Thanh phan Gel tich 12,5%  Gel ¢6 4,5%
H,0O 0,67 ml 0,11 ml
Tris HC1 1,5 M (pH 8,8) 1,375 ml -

Tris HC10,5 M (pH 6,8) - 0,5 ml
Glycerol 50% 1,1 ml -
Bis/acrylamit 2,31 ml 0,35 ml
SDS 10% 55ul 10 pl
APS 37 ul 20 ul
TEMED 4 pl 3ul

Xac dinh trong lugng phén tu béng dién di trén gel polyacrylamit 15-20%
(SDS-PAGE) dé kiém tra d¢ tinh sach clia enzym. Quan sat dién di d6 khong thay
xuét hién chét tao thanh da duoc tinh sach giéng nhu laccaza that. Nhu vay, phuong
phép x4c dinh sy ton tai cia CGLaccaza theo phuong phép tinh sach protein thong
thuong d4 khong x4c dinh dugc trong lugng phén tir cia CGLaccaza tir xa khuan. S6
lidu thu duge cho thy trong lwong phén tir cia CGLaccaza tir lodi xa khudn nay nho
hon 10kDa.

CGLaccaza kiéu méi nay 14 san phdm duoc tao ra bdi cac ching xa khuédn va
khong c6 ban chét protein. Mot thi nghiém don gidn dd dugc thuc hién, sau khi dun
s6i dich nudi cdy 3 va 4 gio, dich nay dugc cho phan ung véi ABTS thi san phim
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ning oxy héa ABTS van xé4c dinh dwoc, chét trao ddi chat van chuyén thanh mau
xanh. Thir nghiém CGLaccaza tinh sach vdi ABTS trong dém KCI-HCI, d6 pH = 1
sau 2 phut (A), 1 phuat (B) va khéng c6 (C), duge thé hién trén Hinh 5. Nhu véy chét
trao dbi chét trong dich nudi cdy da tham gia phan ing oxy hoa ABTS.

Vi du 5: Pac tinh héa-ly cia CGLaccaza tinh sach
Anh huéng pH va do bén pH:

Dich CGLaccaza tinh sach dugc @1 v6i co chat ABTS pha trong dai dém cé do
pH tir 1 dén 6, bao gdm dém: KCI-HCI v6i d6 pH= 1; glycin-HCI vé&i d6 pH tir 2-3;
natri axetat v&ido pH tir 4-5 va kali phosphat véi do pH tir 6-7. Dé dénh gid do bén
pH, CGlaccaza dugc t véi cac dém cé do pH dao dong trong khoang tir 2-7 trong thoi
gian 7 gid & nhiét d6 30°C. Két qua dugc thé hién trén Hinh 6 A, B.

S4 liéu thu duoc cho théy, CGLaccaza tinh sach c6 hoat tinh cao nhét & do pH
= 1, giam nhanh hoat tinh va gan nhu mat hoan toan hoat tinh & d6 pH = 3. Sau 4 gio,
hoat tinh CGLaccaza tinh sach ctia chung XKBiR929 gidm 57,46% trong khi & d6 pH
= 2, hoat tinh giam chdm hon do duogc 1a 64,53%. Hoat tinh CGLaccaza tinh sach bén
nhét & 4o pH = 1. Pay 1a mot dic tinh rat khac biét va 1an dau tién xac nhan dugc dic
diém ca tac nhan sinh hoc nay do vi sinh vat tong hop trong qu4 trinh sinh truéng.

Anh hudng nhiét d6 va do bén nhiét:

Hdn hop phan tng bao gém dich CGLaccaza, co chdt ABTS, dém pH thich hop
dwoc G & cac nhiét d6 khac nhau trong khoang tir 30 - 100°C d tim nhiét d6 phan tGng
thich hop. D& xé4c dinh d bén nhiét ciia CGLaccaza tlr ching xa khudn nay, dich
CGLaccaza da tinh sach dugc G & cac nhiét do khac nhau tir 30 - 100°C, sau cac
khoang thoi gian: 20, 60, 100, 140 va 180 phut. Hoat tinh con lai cuia CGLaccaza
duoc xac dinh theo phuong phép dad néu véi thoi gian phan ing 1a 2 phat ¢ nhi€t do
phan ng twong ung.

Tuong ty cic nghién ciru cac yéu té anh hudéng lén protein ctia cac enzym khac
thi nghién ciru cic yéu td anh hudng 1én CGLaccaza tinh sach tir chung xa khuén
XKBiR929 d3 tim ra su khac biét gifta laccaza (that) va CGLaccaza dugc mo td &
Hinh 6. Khi dun s6i dich CGLaccaza tinh sach cua chung XKBiR929 trong tho1 gian
tGi 3 gio, hoat tinh cua ching héu nhu khong giam. Tham chi, khi ct quay ¢ nhiét do
80°C véi ap sudt 0,8 atm (81,06 kPa), hoat tinh cia CGLaccaza tir ching nay van
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khong giam hoat tinh do duoc 105.900 U/L & d6 pH = 1. Nhu vay, CGLaccaza tao ra
tir chung XKBiR929 rit bén nhiét.

Xac dinh h%lng s6 Michaelis-Menten (Kp,) V& Vinax:

Dich GCLaccaza tinh sach dugc cho phan tng véi co chit ABTS c6 ndng
dd khac nhau: 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 va 0,5 mM. Ung v&i mdi néng dd co chét duge khao
sat & thoi gian 2 phut, phan tng dugc thuc hién ¢ 30°C, xdc dinh hoat tinh
CGLaccaza. O mdi néng d6 co chit chon gié tri hoat tinh cao nhét [am gia tri V. Tu
d6 dung phdn mém Excel dé vé db thi Lineweaver-Burk theo ndng do co chat [S] va
gia tri hoat tinh V twong ung. Tir d6 xac dinh duoc K, va V.

Anh huéng cia chit cam tng 1én hoat tinh CGLaccaza tinh todn dugc gié tri
Vimax 18 142.857 puM/min va K, 1a 0,43 pM.V6i gid tr1 Ve va K nhu vay cho théy
kha ning oxy rét cao ciia CGLaccaza & gia tri pH thap. Pay 1a mot dc tinh rit dang
Iuu y cia hoat chét ndy ma sang ché nay da tim thdy & xa khuin XKBiR929.

Két qua duoc thé hién trén Hinh 6 C, D.
Anh huéng cua cac chat e ché va ion kim loai:

Dich CGLaccaza duoc U cing v&i mudi cia cac kim loai: Ni**, K¥, Na¥, Cu®,
Fe?', Mn*', Mg?", Ca®*, Co** ¢ ndng 46 0,5; 1, 2, 3, 4 va 5 mM. Mot s chét tc ché
(CI', EDTA, SDS, arginine) dugc st dung & nong do 2, 5 va 10 mM. Sau 30 phut,
hoat tinh con lai ciia enzyme dugc xac dinh. Hdn hop phan uing dugc thuc hién & nhiét
d6 60°C va do pH = 4. Mau dbi chimg khong c6 mit cua ion kim loai hodc chat tc
ché. Hoat tinh dugc biéu dién bé‘mg phﬁn tram hoat tinh con lai hodc % bi trc ché. Hoat
tinh CGLaccaza mAu ddi chimg duoc coi 1 100%. Mbi phép do duoc lap lai 2 1an.

Chét trc ché hoat tinh CGLaccaza manh nhét 1a L-lys, & néng dd 10 mM hoat
tinh CGLaccaza chi con lai 14%, tiép dén 1a EDTA hoat tinh con lai 12 66,7% va SDS
c6 anh hudng it nhét dén hoat tinh, CGLaccaza con lai do duoc 1a 83,6%. Khi sir dung
50% (NH4),SO4 dé két tha dich CGLaccaza tinh sach, hoat tinh con lai 13 62%. Tir
minh ching ndy cho phép khing dinh su khac biét rat lén cia CGLaccaza so v&i
laccaza that tir ndm dam. Tuy khong phai 1a protein nhung véi cac chét wrc ché da
khao sat thi vai trd ciia cac chét nay da thuc su trc ché duoc hoat tinh CGLaccaza &
muc d6 khac nhau mét cach rt r rang. Két qua duogc thé hién trén Hinh 6 E.
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Hoat tinh CGLaccaza bi tic ché béi cac ion kim loai Co®*, Mn**, K*, Na*, Mg?",
Ca*", Ni** va Cu®* & ndng d6 2 mM, 5 mM va 20 mM. O ndng d6 10 mM thi céc ion
kim loai trén khong anh hudng tham chi con 1am ting hoat tinh so vé6i ddi ching. Nhu
vay voi cac ion kim loai ndy d4 1am ting hoat tinh tir 2 dén 9,9% so v&i hoat tinh khi
khéng bd sung cac ion. Cu thé, ion Co®* l1am tang 9,9%, Mn®* 1am ting 5,2%, Mg?*
lam tang 7,3%, Ca*" 1am tang 7,3%, Ni** lam ting 2% va Cu®' lam ting hoat tinh
CGLaccaza 3,3%. Con Fe?' gy su uc ché manh 1én hoat tinh cua CGLaccaza & tét ca
cac ndng d6 nghién ctru. Két qua thé hién trén Hinh 6 G. So v6i anh hudng cua céc
ion kim loai cta laccaza that tr ching ndm dam FBV40 cho thdy day 1a mot dic tinh
hét strc dac biét va khac biét cia CGLaccaza tir ching xa khudn XKBiR929 so véi
laccaza tir nAm dam.

Vi két qua thu duoc cia sang ché lién quan dén dic tinh ciia CGLaccaza duge
xa khuén tao ra, day 1a nhitng két qua dau tién thu dugc khi khao st dic tinh co ban
ctia chét thu dugc ra sau tinh sach trén da cho chung ta thiy nhitng dic diém nbi bat
ctia CGLaccaza do xa khuin phén lap duogc tir d4t nhim nang chét diét co/dioxin &
Viét Nam.

Vi du 6: Loai mau thudc nhudm hoat tinh MN.FBN béi CGLaccaza tinh sach

Véay CGLaccaza hoat ddng ra sao ddi voi thude nhudm hoat tinh 13 loai mau rat
khé phén hiiy (Hinh 7). Nong d6 thudc nhudm tién hanh thi nghiém 12 100mg/l, chét
ghn két da dugc sir dung 1a HBT, ViO v&i ndng dd cudi 1a 400 uM, sir dung dém KCI-
HClco pH 1. Té)ng thé tich thi nghiém 13 5 ml, mau duoc dé tinh trong diéu kién nhiét
d6 phong.

Pé x4c dinh kha ning loai mau thudc nhudm cua cic nghién ciru trén, mau
nghién ctru déu dugc xac dinh sau mdi khodng thoi gian x4c dinh, mau duoc ly tim &
12.000 vong/phut & nhiét d6 phong trong 5 phit dé x4c dinh kha ning loai mau theo
thoi gian trén méay do quang theo nguyén 1y do do hip phu mau bang may OD/Jasco
Nhat Ban & cac budc séng 602 A, dong thoi tién hanh do hoat tinh laccaza theo thoi
gian. M3au d6i chung la mau dugc bd sung dich laccase tinh sach bét hoat & 80°C
trong 10 phut. Thi nghiém duoc lap lai 2 lan. Kha nang loai mau dugc xac dinh bféng
phén trdm hép thu theo cong thirc:

D =100 * (Ai- A)/A;  (CT2)

Trong do:
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D: phan trim loai mau thudc nhudém (%)
A;: D6 hép thu ban dau
Ai: DO hép thu tai thoi gian t

Bén canh nghién ctru ddc tinh va kha ning sinh téng hgp CGLaccaza ciia chung
xa khuén phan 13p dugc. P& danh gi4 kha ning cia CGLaccaza trong phan huy,
chuyén hoéa cac hop chét hitu co da vong thom, thi sang ché da xac dinh dugc hiéu
suét loai mau thudc nhudém hoat tinh thuong mai MN.FBN d4 duoc thyc hién & diéu
kién mdi truong do pH = 1 v6i sy ¢6 mét cua céac chét gén két ViO va HBT.

G do pH = 1, CGLaccaza tinh sach tir ching XKBiR929 khi c6 mat chét gén
két ViO da loai duoc 76,3% mau MN.FBN sau 23 gi0, nhung chi sau 5 gio,
CGLaccaza d3 loai duoc 75,8% véi néng d6 thubc nhudm ban dau 1a 100 mg/L, trong
ung loai dugce 1a 0,381 mg thudc nhudm. Trong khi do, néu khong c6 CGK thi hiéu
suat loai mau trong cling khoang thdi gian dat 54,3% sau 23 gid va sau 5 gid dat duogc
53,8%, tuong ung loai dugc 1a 0,27 va 0,269 mg. Khi sir dung CGK khac la HBT, kha
nang loai mau sau 23 gid dat 54,7% va sau Sh dat 54,0%. Nhu vay, c6 thé théy
CGLaccaza tir ching XKBiR929 c6 thé loai mau thudc nhudém hoat tinh MN.FBN &
diéu kién moéi truong c6 d6 pH thép. Vai trd ciia CGK ViO ddi véi CGLaccaza chung
XKBiR929 trong loai mau thudc nhudém khong 16n (chi tang hiéu suét thém dugc
22%), v6i CGK HBT chi lam ting hiéu suét loai mau thém 0,2 dén 0,4%. Day la két
qué dau tién danh gia kha ning loai mau thubc nhudém ciia CGLaccaza d4 dugc nghién
ctru trén thé giGi va Viét Nam trong nghién ctru loai mau thudc nhudém trong diéu kién
mdi trudng cb d6 pH thap. Két qua nghién ctru d mé ra huéng nghién ctru tng dung
CGLaccaza trong xur Iy loai mau hodc cc hop chét hitu co da vong thom khac trong
didu kién méi truong c6 dd pH thip.

Hiéu qua dat dwgc ciia sang ché

Sang ché da phén 1ap duoc ching xa khuan Streptomyces sp. XKBiR929 ¢6 kha
nang sinh tdng hop hop chét giéng laccaza (CGLaccaza) v6i nhiéu dic tinh hitu ich.
Hop chét giéng laccaza thu dugc tir ching xa khuén nay loai duoc 75,8% mau thudc
nhudm hoat tinh MN.FBN sau 5 gi& & ndng d6 ban dau 100 mg/L trong mdi trudng cd
d6 pH = 1 v6i sy c6 mit ciia chit gan két 13 ViO va c6 kha nang phan huy cac hop
chét hitu co da vong thom, dic biét 12 ddng loai dioxin doc nhat 14 2,3,7,8-TCDD.
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YEU CAU BAO HO
1. Ching xa khuén Streptomyces sp. XKBiR929 thuan khiét vé mat sinh hoc ¢ kha
ning sinh tdng hop chét xuic tac sinh hoc 13 hop chit gidng laccaza (CGLaccaza),
nhung khong c¢6 ban chit protein trén mdi truong Gause M chira dich chiét dét chua
2,3,7,8-TCDD, 2,4,5-T, 2,4-D, DBF, PAH; trong d6 chung xa khuén nay co trinh tu
16S rARN duoc dang ky trén GenBank voi ma s MG243364.

2. Chét xuc tac sinh hoc thu dugc tir ching xa khuén Streptomyces sp. XKBiR929 nhu
theo diém 1 yéu cau béo ho, trong d6 chat xtic tac sinh hoc nay c6 kha nang loai duogc
mau thudc nhudm hoat tinh MN.FBN v&i su ¢6 mit cia chét gén két HBH va ViO;
75,8% mau thudc nhudm sau 5 gior & ndng do ban dau 100 mg/L trong mdi trudng cb
d6 pH = 1 véi ViO va c6 kha nang phan huy huy cac hop chit hitu co da vong thom
va ¢6 cac dac diém nhu sau:

hoat tinh 105.900 U/L & d6 pH = 1;
dat hoat tinh cao nhét & do pH thép tir 1 dén duéi 3;
rit bén nhiét;

c6 kha ning oxy hda cao ¢ do pH thép véi gid tri dong hoc V., 1a 142.857 uM/phut
va K,,14 0,43 uM nén; va

bi tic ché bdi cac chét tre ché 1a L-lys, EDTA, SDS, cac ion kim loai Co®*, Mn**, K*,
Na', Mg®", Ca®*, Ni** va Cu®* & ndng d6 2, 5 va 20 mM va Fe** gay ra su tc ché
manh nhét & cac ndng do tir 2 - 20 mM.
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