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Thu nhén higu qua beta-mannanase dung hop voi moc neo LysM3014
trong Escherichia coli bang phwong phap pha v té bao voi hat thily tinh
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Tom tit:

Huéng dén sy phat trién hé thong xiic tic toan té bao theo phwong thirc khong bién ddi gen, trong nghién ctru nay,
ba phwong phép pha v té bao E. coli gdm: siéu 4m, két dong - ra dong va lic véi hat thity tinh dwoc thue hién dé
thu nhén hiéu qua enzyme lai LysM3014-ManB chira beta-mannanase (ManB) tir Bacillus licheniformis dung hop
v6i mot ving LysM tir transglycosylase ngoai bao gia dinh Lp_3014 ciia Lactobacillus plantarum WCFS1. Két qua
cho thiy, hoat tinh xiic tic ciia beta-mannanase cao nhit (~46.651 U/l dich 1én men) dat dwgc khi té bao dwoc pha
v béi hat thity tinh. Ngoai ra, hoat tinh xiic tic clia doan enzyme lai da ting 1én 1,4 1in (~66.000 U/l dich 1én men)
trong diéu ki¢n pha v té bao bang hat thity tinh sir dung ng falcon c6 thé tich 50 ml véi ty 1¢ hat thity tinh 1,0 g/ml
va thoi gian pha v 1a 8 phiit. Nghién ciru nay cho thiy, pha v té bao bang hat thity tinh 13 phwong phap don gian
va hiéu qua nhit so v6i cac phwong phap con lai. Enzyme lai ¢6 thé dwoc sir dung dé tiép tuc nghién ctru qua trinh
¢6 dinh ManB trén bé mit té bao L. plantarum thong qua méc neo chira mot ving LysM.

Tir khoa: Escherichia coli, hat thiy tinh, LysM3014, mannanase, pha v té bao.
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Abstract:

Toward the development of whole cell biocatalysts via non-GMO strategy, in this study, three E. coli cell disruptions,
including sonication, freezing - thawing, and bead-shaking have been evaluated to recover efficiently fusion protein
LysM3014-ManB containing a beta-mannanase (ManB) from Bacillus licheniformis fused with a single LysM3014
domain derived from a putative extracellular transglycosylase Lp 3014 of Lactobacillus plantarum WCFS1. The
results showed that the highest volumetric activity of beta-mannanase (~46,651 U/l fermentation) was obtained
when shaking the cells with glass beads. Moreover, the hybrid enzymatic activity of LysM3014-ManB increased
approximately 1.4 folds (~66,000 U/l fermentation) under the optimum conditions of glass bead-based cell disruption
with falcon 50 ml, glass bead ratio of 1.0 g/ml and disruption time of 8 min. The study indicates that shaking the cells
with glass beads is likely to be the simplest and the most efficient cell disruption method in comparison with other
disruption methods. Hybrid enzymes can be used to further study the immobilisation of ManB on the surface of L.
plantarum through an anchor containing a LysM domain.
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1. Ddt van de

Escherichia coli 1a vi khuan gram 4m dugc nghién ciru
rong rai nhu 1a mét vat chu dé san xuit cac loai enzyme tai
t6 hop co nhiéu ung dung khac nhau, ching han nhu beta-
mannanase, mot enzyme c¢6 kha ning chuyén dbi ba com
dira thanh céac prebiotic tiém ning [1]. Dé ¢ thé thu nhan
luong lon cac enzyme véi hoat tinh xtic tac cao, giai doan ly
giai té bao E. coli dong vai trd dic biét quan trong [2]. Néu
qué trinh pha v& khong t6t, luong enzyme giai phong sé rat
thép, df)ng thoi ciu trac trung tdm hoat dong cua enzyme s&
bi bién dbi. Vi vay, viéc lua chon phuong phap pha v& quyét
dinh d6 phirc tap cia cong nghé thu hdi san phim va tinh
kinh té cua qué trinh san xuét [3].

V& co ban, t& bao co thé duoge pha v& dua trén céc
phuong phap khac nhau va viéc lya chon phuong phap pha
v& phu thude vao co ché pha v& ciing nhu cach thire thuc
hién phuong phap [4]. O quy mo phong thi nghiém, phuong
phap siéu am dya trén qua trinh chuyén d6i ning luong ciia
am thanh (20 kHz) thanh cac dao dong co hoc la phuong
phap duoc sir dung nhiéu nhit [4]. Cac dao dong nay duoc
truyén vao chit 1ong va tao thanh hién tugng bong bong co
kich thudc vi mo, khi cac vi bong v& ra, tao thanh song co
nang luong 16n lan téa khip chét 1ong va gdy pha vo té bao.
Nhin chung, phuong phap siéu 4m tuong ddi don gian, dé
thyc hién, hiéu qua pha v& cao; tuy nhién, phuong phap nay
can dau tu Ve mat thiét bi, c6 thé sinh nhiét va tao cac gbc
tu do, 1am ton thuong dén phan t& muc tiéu [5]. Do do6, viéc
luén luén dit mau trong diéu kién lanh va thuc hién ché
d6 phé gian doan ludén duogc dé xuét trong nhidu quy trinh
nghién ctru. Ngoai phuong phap siéu 4m, phuong phap két
dong - ra dong dya trén sy hinh thanh va sy tan chay cac
tinh thé da cling duoc sur dung, dé pha vo té bao vi su don
gian, d& thyc hién va thuong duoc sir dung két hop vai cac
phuong phap khac dé nang cao hiéu qua pha v [6]. Chinh
céc tinh thé nud6c da duoc tao ra trong qua trinh cap dong c6
vai tro phd v& té bao. Phuong phap nay phy thudc vao nong
d6 té bao trong mau, s6 vong két dong - rd dong va nhiét do
lam dong [7]. Phuong phap pha v té bao bang hat thiy tinh
1a phuong phap thuong dugce sir dung va co thé dugc thuc
hién chu dong bang nhiéu cach khac nhau (nhu khudy voi
que khudy tlr, vortex v&i may tron toc do cao...) [5]. Qua
trinh pha v té bao bang hat thily tinh cht yéu duya trén lyc
tao ra khi hat thuy tinh va cham véi té bao, con goi 1a luc
mai mon hay luc nghién [4]. Hiéu qua pha v& phu thudc vao
néng d6 té bao, kich thudc cua hat thay tinh, ty 1¢ hat thuy
tinh so v4i thé tich canh truong va lyc tac dong [8].

C6 thé thy rang, ¢6 nhidu phuong phap pha v& té bao,
moi phuong phap déu ¢6 wu va nhuoc diém. Phuong phap
pha v& tt nhat 1a phuong phap c6 quy trinh don gian, thuan
tién trong thao tac, khong can thiét bi dit tién va quan trong
hon ca 1a c6 thé giai phong lwong 16n hop chét dich c6 hoat
tinh sinh hoc cao nhét [7]. Véi muc tiéu lya chon phuong
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phap pha v& té bao phu hop, trong nghién ciru nay, cac
phuong phap nhu: siéu am, két dong - ra dong va lac véi hat
thily tinh dugc sir dung dé pha v té bao E. coli BL21 tai to
hop nham thu nhan doan protein lai LysM3014-ManB chira
beta-mannanase (ManB) tu Bacillus licheniformis DSM13
dung hop voi mdt ving LysM tir transglycosylase ngoai bao
gia dinh Lp 3014 cua L. plantarum WCFS1. Phuong phap
t6t nhét trong ba phuong phap sé dugc lya chon dé khao sat
céc yéu td anh huong dén qua trinh pha v& té bao.

bay la nghién ciu mdi trinh bay qua trinh thu nhan
protein lai LysM3014-ManB trong E. coli bang cic phuong
phép pha v khac nhau. Két qua clia nghién ctru s& 1a budc
khéi dau quan trong dé c6 dinh ManB trén bé mit té bao L.
plantarum st dung moc neo LysM, huéng dén sy phat trién
hé thong xuc tac toan té bao theo phuong thirc khong bién
dbi gen.

2. Déi tuong va phuong phap nghién ciiu
2.1. Chiing vi sinh vt va méi truong nudi ciy

Escherichia coli BL21 mang pBAD3014 ManB dugc
nuobi cay trong moéi treong Luria-Bertani (LB) bo sung 100
pg/ml ampicillin ¢ 37°C (LBA), trong dicu kién lac [9].

2.2. Héa chit va plasmid

Céc hoa chat nhu co chit Locust bean gum (LBG),
L-arabinose, ampicillin, NaCl, KCI, KH,PO,, Na,HPO, va
hat thay tinh 0,5 mm (Z250465- lPAK) dat do tmh khlet
cao va dugc mua tu Cong ty Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO). Vector pBAD3014 ManB 1a vector c¢6 ngudn gdc tir
vector thuong mai pBAD, c6 chura trinh tw moc neo LysM
tu Lp 3014 lai vdi gen manB tu B. licheniformis DSM13
(ATCC 14580).

2.3. Biéu hién gen mi héa protein lai LysM3014-ManB
trong té bao E. coli BL21

Qua trinh biéu hién gen mi hoa LysM3014-ManB trong
té bao E. coli BL21 duoc thuc hién theo quy trinh dugc mo
ta trude ddy voi mot didu chinh nho vé ndng do chat cam
tng [9]. V& co ban, E. coli tai t6 hop dugc nudi cdy lic qua
dém & 37°C trong mdi trudng LBA. Sau d6, dich té bao qua
dém duoc chuyén sang 50 ml méi truong LBA méi sao cho
OD,~0,1, va tiép tuc duge nudi lc ¢ 37°C. Qué trinh biéu
hién gen dugc cam tmg tai OD,~0,6 bang L-arabinose dén
ndng do cudi 1a 0,9 mg/ml, t& bao duoc thu nhan sau 24 gio
cam tng bang ly tim (4000xg, 10 phut, 4°C) trudc khi dugc
rira 2 1an véi dém PBS chtra 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl,
2 mM KH PO va 10 mM Na,HPO (pH 7,4). Bé dam bao
mot luong té bao duogc thu nhan trong moi thi nghiém 1a nhu
nhau, thé tich cta canh truong té bao (V canh truome) dugc tinh
toan dya trén cong thue: V| uomg < OD g0 =20 Sinh khéi té

bao duoc tai huyén phu trong 1 ml dung dich dém PBS lanh
trude khi duge pha v bang cac phuong phéap khac nhau.
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2.4. Cic phwong phdp phd vé té bao E. coli tdi t6 hop

Siéu dm: Qua trinh pha v& t& bao bang phuong phap
siéu am dugc thuc hién nhu phuong phap trude day va co
mot vai diéu chinh [7]. Té bao duoc pha v trong diéu kién
udp lanh trong khoang 15 gidy bang may siéu am (Bandelin
Sonopuls HD60, Puc, cong suit 80%, tan s 20 kHz), sau
d6 dat trong diéu kién u6p lanh nghi trong 45 gidy. Tong
thoi gian pha té bao bang siéu am 1a 4 pht.

Két dong - ra dong: Qua trinh pha v té bao bang phuong
phap két dong - ra dong dwoc thuc hién nhu phuong phap
truge day va co mot vai diéu chinh [6]. M6t cach ngin gon,
ong dung sinh khéi té bao dugc u6p lanh trong 10 phit,
sau d6 ong nay duoc u trong éng dung ethanol lanh (98%)
0 -80°C trong vong 15 phut. Hai budc nay dugc lap lai
khoang 15 lan, sau d6 tai huyén phu té bao trong 0,1 ml
dém PBS. Dich néi chira enzyme dugc thu nhan bé'mg ly tam
(10.000xg, 4°C, 10 phut).

Phd vé té bao véi hat thiy tinh: Té bao duoc pha vo
bang cach truot dng eppendorf (thé tich 1,5 ml) chira 1 ml
dich té bao va 0,5 g hat thity tinh 0,5 mm trén gia dung dng
nghiém trong 60 gidy, sau d6 U trong diéu kién wép lanh
15 gidy. Tong thoi gian pha v& té bao bang phuong phap
nay 1a 4 phit. Dich chiét enzyme thé duoc thu nhin nho ly
tam & 10000xg, 4°C, 1 phut va dung dé xac dinh hoat tinh
enzyme.

2.5. Khdo sdt cdc yéu t6 anh hwéng dén higu qud phd
vé' té bao bang hat thiiy tinh

Thoi gian phd vé té bao: 1 ml dich t& bao huyén phu
dugc hoa tron voi 0,5 g hat thuy tinh. Sau do, t€ bao dugc
pha trong cac khoang thoi gian khac nhau (4, 6, 8 va 10
phut).

Ty 1é hat thiy tink: 1 ml dich té bao huyén phu duoc hoa
tron véi hat thuy tinh voi ty 1€ khac nhau (0; 0,5; 1,0; 1,5;
2,0 g/ml). Té bao dwoc pha trong tong thoi gian dugc khio
sat & trén.

Hinh dang ong dung té bao: Ong dung c6 hinh dang
khac nhau (eppendorf 1,5 ml, falcon 15 ml va falcon 50 ml)
duogc st dung dé chira mot ml dich té bao huyén phu va hat
thily tinh. Quy trinh pha v& t& bao dugc thyc hién voi cac
thong s thoi gian pha va ty 1¢ hat thity tinh dugc xac dinh
0 nghién clru trudce.

“Hiéu qua pha v& té bao dugc xac dinh dya vao hoat tinh
thé tich ctia mannanase tai to hop.

2.6. Xdc dinh hoat tinh xuc tdc ciia mannanase

Hoat tinh mannanase dugc xac dinh theo quy trinh duoc
mo ta trude day [1]. Mot cach ngin gon, hdn hop phan tmg
g6m 100 ul dich enzyme véi 900 ul ciia 0,5% (w/v) dung dich
co chat locust bean gum chtra thanh phan galactomannan.
Dung dich co chat dugc chuan bi bang cich pha lodng
locust bean gum trong 50 mM dém sodium citrate (pH 6,0)
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tai 80°C trong 30 phiit. Hon hop phan img duoc u tai 37°C,
600 vong/phut trong 5 phat. Luong duong tao ra sau phan
mg dugc xac dinh bang phuong phép dinitrosalicylic acid
(phuong phap DNS). Trong phuong phap nay, 100 pl dich
sau phan tng dugc tron voi 100 pl dung dich DNS, tiép d6
u 6 99°C trong 10 phut, lam lanh trén da trong 5 phtt, pha
lodng v6i 800 pl nudc chung cat hai 1an trude khi do d6 hap
thu tai budc song 540 nm, st dung 1-5 pmol/ml chét chuin
D-mannose. Mot don vi hoat tinh cia mannanase duogc xac
dinh 1a lugng enzyme giai phong 1 umol mannose tuong
duong trong mot phut dudi diéu kién phan Gng. Phan tng
dugc lap lai 3 1an véi ty 18 sai s6 nho hon 5%.

2.7. Xdc dinh no“‘ng do protein

Nong d6 protein duge xac dinh bang phuong phap
Bradford st dung albumin huyét thanh bo lam chét chudn
[10].

2.8. Phwong phdp thong ké

Tt ca céac thi nghiém dugc thuc hién it nhat 3 1an, tat ca
dit liéu duoc trinh bay trong bang va db thi 1a gia tri trung
binh vé6i d6 l1éch chuan. Phép kiém dinh Fisher’s LSD dugc
sir dung dé dénh gia sy khac biét gia tri trung binh giira cac
nhoém néu kiém dinh ANOVA cho y nghia khac biét.

3. Két qua

3.1. Hoat tinh xuc tdc cia beta-mannanase dung hgp
vdi moc neo LysM3014

Qué trinh biéu hién protein lai LysM3014-ManB trong
té bao E. coli tai t6 hop dwoc cam tng boi L-arabinose. Sau
24 gid cam ung, té bao E. coli mang plasmid pBAD3014
ManB di duoc pha v& biang phuong phap siéu am. Hoat tinh
mannanase ciia LysM3014-ManB dugc phan tich dya vao
phuong phap DNS.
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Hinh 1. Hoat tinh mannanase cta dich chiét tho chira protein lai
LysM3014-ManB thu nhan trong diéu kién nuéi cdy khéng cam
(rng va cam (rng sau 24 gi®. Cac chir cai a, b thé hién su khac biét co
y nghia théng ké bang Fisher’s LSD clia hoat d6 thé tich mannanase
V@i p<0,05.



Két qua hinh 1 cho thiy, hoat tinh xiic tic ciia LysM3014-
ManB trong diéu kién cam ung la ~1.800 U/l dich 1én men,
cao hon 9 1an so véi truong hop biéu hién gen khong cam
(g, tuy nhién thip hon 27 1an so v&i hoat tinh cia ManB
tu do thu nhan tir nghién curu trude day (50.000 U/l dich 1én
men) [1]. Piéu nay cho thiy ring, phuong phap pha v& té
bao bang siéu 4m da sinh nhiét, tir d6 lam t6n thuong dén
clu trac trung tam hoat dong cua ManB. Do vay, viéc khao
sat cac phuong phap pha v t& bao khac nhau 1a vo cing
can thiét, gop phan thu nhan lugng 16n t6 hop enzyme lai co
hoat tinh xuc tac.

3.2. Hi¢u qua cua cdac phwong phdp pha vo té bao E.
coli BL21 tdi té hop

Két qua bang 1 cho thiy, phuong phap siéu am giai
phong protein v6i ndng do cao nhat (khoang 9,7 mg/ml),
cao hon khoang 3 1an so v6i hai phuong phép con lai. Tuy
nhién, khi so sanh gia tri hoat do thé tich ciia mannanase
trong 1 1 dung dich 1én men thi thdy rang, phuong phap pha
v0 v&i hat thuy tinh giai phong lugng enzyme cé hoat tinh
cao nhét (~46.651 U/1), gip 26 1an so véi truong hop siéu
am va gép khoang gan 4 1an so v&i trudng hop pha vo bang
két doéng - ra dong. Gia tri hoat d) riéng cua mannanase
trong phuong phap pha v& bang hat thay tinh (~82 U/mg)
ciing dat gia tri cao nhat, gip khoang 27 1an so v&i phuong
phap két dong - ra dong va siéu am (~3 U/mg). Diéu nay cho
thdy, phuong phap phé v& té bao bang cach trugt dng chira
té bao va hat thuy tinh trén gia d& 1a phuong phap don gian
nhat va tao ra dich chiét tach c6 hoat do enzyme cao nhét.
Do vy, phuong phap pha v& bang hat thiy tinh dugc Iya
chon cho céac thi nghiém sau.

Bang 1. Hoat dd cta LysM3014-ManB thu dwoc tir cac ly giai té
bao E. coli tai td hop str dung cac phwong phap khac nhau.

Hoat tinh ciia LysM3014-ManB  Siéu 4m Két dong - ri dong Hat thiy tinh
Hoat d0 thé tich (U/l dich 1én men)  1788+7,93¢ 1201745260 46651+3,94¢
Protein téng (mg/ml) 9,76+0,35 3,10£0,07° 2,85+0,22°
Hoat d¢ riéng (U/mg protein) 2,90+0,41° 3,06+0,16° 82,98 £0,95°

Ghi chl: Céc chi cai a, b, ¢ thé hién s khac biét cé y nghia théng ké
béng Fisher's LSD cua céc théng s khac nhau & cac phuwong phéap
pha vé& té bao véi p<0,05.

3.3. Anh hwéng ciia cdc yéu t6 lién quan dén qud trinh
phad vo té bao bang hat thiiy tinh

3.3.1. Thoi gian

Két qua hinh 2 cho théy, khi pha v& t bao E. coli mang
plasmid pPBAD3014 ManB trong thoi gian 8 phtt, hoat tinh
xuc tac cua LysM3014-ManB duoc xac dinh 1a cao nhat
(~55.000 U/1 dich 1én men), cao hon so véi truong hop str
dung thoi gian phd mau 1a 4 phut (~46.000 U/1 dich 1én men)
va 6 phut (~49.000 U/l dich Ién men). Tuy nhién, khi tang
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thoi gian phd mau bang hat thuy tinh 1én 10 phut (~53.310
U/l dich 1én men), hoat d¢ thé tich cua LysM3014-ManB
khong co su khac biét dang ké so véi truong hop sir dung
thoi gian 8 phut. Didu nay co thé cho thay, khi pha v té bao
trong khoang thoi gian 8 phut, mot luong dang ké enzyme
1a1 LysM3014-ManB da dugc giai phong ra. Neu tiép tuc
tién hanh pha v, luong enzyme nay s€ truc tiép va cham
v6i céac hat thiy tinh, lam cho cau trac trung tdm hoat dong
clia enzyme bi bién d6i. Do d6, trong nghién ctru nay, tong
thoi gian 8 phut 1a pht hgp dé pha té bao bang hat thuy tinh.
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Hinh 2. Két qua khao sat anh hwéng cia thei gian 1én hoat dé cua
LysM-ManB thu dwegc tir phwong phap pha vé té bao E. coli tai té
hop str dung hat thay tinh. Cac chi céi a, b thé hién su khac biét cé
y nghia théng ké bang Fisher’s LSD vé&i p<0,05.

3.3.2. Ty 1¢ hat thiiy tinh

Khi pha v& té bao trong diéu kién khong dung hat thuy
tinh, hoat tinh xtuc tac cua LysM3014-ManB van dugc xac
dinh (~3.000 U/l dich 1én men). Diéu nay cho thay, khi truot
dng eppendorf chira té bao trén gia do 6ng nghiém, cac té
bao E. coli d3 va cham vio nhau, gdy nén su v& cua té bao
va giai phong enzyme lai. Tuy nhién, lyc va cham gilia cac
té bao chwa du manh nén chi mot luong nho té bao bi pha
v&. Diéu nay cho thay, rit can thiét phai st dung hat thay
tinh dé hd trg cho qua trinh phé v té bao.

Trong trudng hop phé v té bao véi ty 1¢ hat thuy tinh 1a
0,5 g/ml, hoat tinh ctia LysM3014-ManB (~55.000 U/I dich
1én men) di tang khoang 18 1an so v&i truong hop khong st
dung hat thay tinh (hinh 3). Khi tang ty 1€ hat thay tinh 1én
1,0 g/ml, hoat tinh xtc tac ciia enzyme dat khoang ~60.000
U/1 dich 1én men. Tuy nhién, hoat tinh enzyme da tang 1én
khong dang ké (~61.000 U/1 dich 1én men. khi st dung ty
1¢ hat thity tinh cao hon (1,5 va 2,0 g/ml). Két qua nay cho
thiy rang, ty 1¢ hat thuy tinh (1,0 g/ml) 1a vira da dé pha vo
té bao trong 1 ml dich huyén phi. Néu dung ty 1¢ hat thuy
tinh 16n hon 1,0 g/ml, khong gian cua dng dung da gidi han
sy va cham hi¢u qua cua hat thuy tinh véi té bao, vi vay
hoat tinh xuc tac cuia enzyme khong ting nita. Do do, trong
nghién curu nay, ty 1€ hat thuy tinh 1,0 g/ml dugc lya chon
dé pha vo té bao.

10



Khoa hoc Tu nhién | Héa hoc; Khoa hoc Ky thuét va Cong nghé | Ky thuat héa hoc

70000

60000
50000
40000

¢ [
b
: I
0 ]
0 05 1 1.5

30000
20000
10000

Hoat d¢ thé tich caa LysM-ManB (U/)

Lwong hat thiy tinh (gram)

Hinh 3. Két qua khao sat anh hwéng cla ty 1 hat thiy tinh Ién hoat
dd caa LysM-ManB thu dwoc tir phwong phap pha vé té bao E.
coli tai t& hop str dung hat thiy tinh. Cac chi cai a, b, ¢ thé hién sw
khéac biét c6 y nghia théng ké béng Fisher’s LSD v&i p<0,05.

3.4. Hinh dang ciia ong dung

Pé khao sat anh hudng cua cac loai 6ng dung 1én qua
trinh pha v té bao, hdn hop gdm dich té bao huyén phui va
hat thuy tinh (ty 1¢ hat thay tinh 1a 1,0 g/ml) da dugc dung
trong cac loai vét chira khac nhau (dng eppendorf thé tich
1,5 ml; ng falcon thé tich 15 ml va dng falcon thé tich
50 ml) Qua trinh pha vo te bao dugc thyc hién bang cach
trugt ong du’ng trén gia d& dng ngh1em trong tong thoi gian
8 phtt. Két qua & hinh 4 cho théy, hoat tinh xuc tac cua
LysM3014-ManB ting dan khi tang thé tich ctia dng dung,
va dat cao nhat (~66.000 U/1 dich 1én men) trong trudng hop
sir dung ng falcon 50 ml, cao hon khoang 1,5 1an so véi
hoat tinh cua ManB tu do ¢ nghién cuu trude (~50.000 U/
dich 1én men). Diéu nay cho thay, thé tich ng dung 16n s&
tang khong gian dé hat thuy tinh di chuyén va va dép vao té
bao hi¢u qua hon.
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Hinh 4. Két qua khao sat anh hwéng cta hinh dang 6ng dwng lén
hoat d6 cta LysM-ManB thu dwoc tir phwong phap pha vé té bao
E. coli tai td hop str dung hat thiy tinh. Cac chi céi a, b thé hién sw
khac biét c6 y nghia théng ké béng Fisher's LSD véi p<0,05.
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LysM (Lysin Motif) 1a cac doan lap lai c6 chiéu dai thay
doi tir 40 dén 65 amino acid, c6 thé gan vao peptidoglycan
va chitin theo phuong thiic khong cong hoa tri [11]. Pac
diém gin nay da duoc tng dung dé xdy dung hé thong cd
dinh protein trén bé mit té bao theo phuong thirc khong bién
dbi gen, trong d6 cac doan lai ¢ chira doan LysM dugc tong
hop trong mét té bao vat chu (vi du E. coli hay L. lactis),
sau do su ¢b dinh cac doan lai nay dugc thyc hién trén mot
chung tu nhién khac nhu 1a Lactobacillus. Vi muyc tiéu
phat trién hé thng xtc tac toan té bao khong bién ddi gen,
trong nghién ctru nay, ManB lai voi moc neo LysM3014 tao
thanh doan protein lai LysM3014-ManB dé duoc biéu hién
thanh cong trong té bao E. coli va duoc thu nhan bang cac
phuong phéap pha v té bao khac nhau.

Trong nghién ctru ndy, ba phuong phap pha v té bao
(siéu am, két dong - rd dong va lic voi hat thuy tinh) da
dugc sir dung va so sanh. Vé co ban, ca ba phuong phap
déu don gian, d& thyc hién, tuy nhién, phuong phap siéu 4m
va két dong - ra dong can co thiét bi dat tién (nhu thiét bi
siéu am, thiét bi lanh sau), trong khi d6 phuong phép pha v&
té bao bang hat thﬁy tinh trong nghién ctru nay khong can
sir dung méy pha té bao Mini- Beadbeater [2] hay may tron
[7] nhu cac nghién ctu trudce, ma chi can truot dng chira te
bao voi hat thuy tinh trén gia dd ng nghiém. Do do, xét vé
mat kinh té, phuong phap pha v& bang hat thily tinh trong
nghién ctru nay don gian, it ton kém nhat va c6 thé sir dung
thuan tién trong moi diéu kién nghién ctru & quy mo phong
thi nghiém.

Khi xét vé hiéu qua giai phong protein, phwong phap pha
vd té bao E. coli v6i hat thity tinh giai phong lugng protein
téng tuong duong voi phuong phap két dong - rd dong, va
thip hon 3 lan so v&i phuong phap siéu 4m (9,7 mg/ml).
Tuy nhién, khi so sanh véi nghién ctru khac su dung siéu
am dé pha v té bao E. coli thi ndng d6 protein tao ra bang
phuong phéap pha v& v6i hat thuy tinh trong nghién ctru nay
cao hon khoang 1,5-2 1an [5]. Mot nghién ciru khac da chi
ra rang, phu‘ong phap pha v té bao E. coli bang hat thiry
tinh trong diéu kién t6i uu c6 thé giai phong luong protein
(12 mg/ml) cao hon tru:orng hop st dung phuong phap siéu
am (10 mg/ml) [8]. Didu nay chi ra rang, phuong phap pha
v té bao bang hat thuy tinh c6 thé giai phong luong protein
tuong ddi cao. Pic biét hon nita, hoat do thé tich va hoat do
riéng ciia LysM3014-ManB trong dich chiét tho thu nhan tir
phuong phap phé v& bang hat thiy tinh déu dat gi4 tri cao
nhit (~66.000 U/l dich 1én men) va cao hon 1,4 1an so v&i
hoat tinh xtc tac cua ManB tuy do ¢ nghién ctu trude [1].
Hoat tinh cta LysM3014-ManB c6 thé con ting cao hon
nira néu qua trinh pha v& bang hat thiy tinh dwoc khao sat

n



trong diéu kién toi vu héa. Diéu nay cho théy, Iuc tao ra do
qua trinh truot dng dung chira hat thuy tinh va té bao trén
gia d& du 16n dé pha v té bao va di nho dé khong lam
anh huong dén trung tim hoat dong ciia enzyme. Két qua
clia nghién ciru nay ciing twrong dong voi nghién ciru ciia
L. Benov va cs (2002) [7] khi chi ra rang, phuong phap pha
v& bang hat thuy tinh dua ra lugng enzyme fumarase va
aconitase co hoat tinh cao nhét so véi phuong phap siéu am
va két dong - ra dong. Chinh vi nhiing 1y do trén, phuong
phap phéa v& té bao E. coli bang hat thiry tinh dugc danh gia
1a phuong phap hiéu qua nht trong ba phwong phap.

5. Két luan

Nghién ctru da mo td qua trinh thu nhan protein lai
LysM3014-ManB tu té bao E. coli mdt cach don gian, thuan
tién va hiéu qua bang phwong phap pha v& té bao voi hat
thily tinh. Enzyme lai ¢6 thé duoc sir dung dé tiép tuc nghién
cuu qua trinh ¢6 dinh ManB trén bé mit té bao L. plantarum
thong qua moc neo chira mét vung LysM.
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