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TÓM TẮT NHỮNG KẾT LUẬN MỚI CỦA LUẬN ÁN

1. Đã  xác định hoạt tính amylase và hàm lượng protein tổng số trong môi trường nuôi cấy của 130 chủng  trên tổng số 526 chủng thuộc chi Bacillus phân lập được từ các mẫu đất khác nhau. Đã phân loại đến loài và xây dựng cây phát sinh chủng loại của 17/130 chủng có đặc tính đa dạng về hình thái, khả năng tiết protein tổng số và hoạt tính amylase cao: 4 chủng B. cereus; 5 chủng B. amyloliquefacien, 4 chủng B. subtilis, 2 chủng B. licheniformis,1 chủng B. methylotrophicus và 1 chủng B. tequiilensis.

2. Đã tách dòng và xác định được trình tự gen mã hóa SP α- amylase của 3 chủng: B. subtilis D5-2 gồm 33 axit amin, B. licheniformis DA23 gồm 30 axit amin, B. cereus CN1-5 gồm 27 axit amin và đăng ký trên ngân hàng gen NCBI với các mã số lần lượt là KU214589 (protein ID: AND80846.1), KU214590 (protein ID: AND80847.1), KU214591(protein ID: AND80848.1).

3. Tạo được chủngtái tổ hợp mang vector pHV33 và promoter Pgrac để biểu hiện gen α – amylase từ chủng B. licheniformis 3BT2  đạt 71,4U/ml ± 6,3 U/ml cao hơn 1,3 lần so với chủng tái tổ hợp mang vector pHV33 và promoter Pamy ở chủng B. subtilis 168M.

4. Đã thay thế SP gen của chủng B. licheniformis 3BT2 bằng các SP của gen α  - amylase của chủng khác cùng loài và các loài khác trong cùng chi Bacillus như B. cereus, B. subtilis và B. licheniformis để nghiên cứu đánh giá việc tiết α  - amylase đích. Trong đó, chủng tái tổ hợp B. subtilis 168M- pHV33 – Pgrac – SsubtilisD5.2-3BT2mature có hoạt tính α-amylase cao nhất đạt 76,4 ± 3,7 U/ml tăng 1,1 lần so với đối chứng.
5. Đã thu được chủng tái tổ hợp B.subtilis 168MpHVC1 mang tổ hợp vector pHV33 + Pgrac promoter + SPD5-2 amylase đột biến tại vị trí A31 thay bằng V31 và đoạn gen mã hóa cho protein amylase trưởng thành của chủng B.licheniformis 3BT2 có hoạt tính α-amylase đạt 80,1±3,1 U/ml đạt hiệu quả tiết 113,5% so với chủng tái tổ hợp mang cụm vector gốc. 
6. Đã xác định được một số yếu tố thích hợp ảnh hưởng đến biểu hiệnα-amylase đối với chủng tái tổ hợp 168MpHVC1gồm: thời gian nuôi cấy từ 30 – 40h ở nhiệt độ 37oC với nồng độ IPTG 0,01mM, nguồn cơ chất lactose cho hoạt tính đạt 81,1±2,97 U/ml.
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FINDINGS AND CONCLUSIONS

1. From many soil samples in different places, 526 strains had found amylase activity and 130 strains of which were selected as activated high amylase. Based on morphological, biochemical characterization using API 50 CHB Kit and 16S rRNA gene, 17 isolated strains were identified belong to 6 species as B. cereus, B. amyloliquefacien, B. subtilis, B. licheniformis, B. methylotrophicus,B. tequilensis

2. Three signal peptides α - amylase genes of three isolated strains B. licheniformis DA23, B. subtilis D5-2, B. cereus CN1-5 were successfully sequenced. The signal peptide of α - amylase of CN1-5 charged +2 had 27 residues. Meanwhile, SP α - amylase of DA23 has 30 amino acids. SP of α - amylase gene of B. subtilis D5-2 consists of 33 amino acids. Genetic sequences of signal peptide of predicted strains D5-2, DA23 and CN1-5 had been registered in the NCBI with KU214589 codes (protein ID: AND80846.1), KU214590 (protein ID: AND80847.1), KU214591 (protein ID: AND80848.1), respectively. 
3. The recombination strain containing gene cluster of Pgrac promoter and recombinant vector construction of pHV33 containing the Pgrac promoter of B. subtilis 168M and α - amylase gene of B. licheniformis 3BT2 (pHV33–PgracAmy3BT2)  was 71,4U/ml ± 6,3 U/ml. It was 1.3 fold higher than activity of recombinant vector construction of pHV33 containing the Pamy promoter of B. subtilis 168M and α - amylase gene of B. licheniformis 3BT2 which was expressed in B. subtilis 168M
4. SP of wild α – amylase of B. licheniformis 3BT2 was replaced by isolated signal peptide α - amylase genes from B. subtilis, B. cereus, B. licheniformis. The extracellular amylase activity of signal peptide SsubtilisD5.2 in recombinant 168MSubsig52 was highest with 76.4 ± 3.7 U/ml and was 1.1fold higher than amylase activity of 168M3BT2, respectively
5. The recombinant strains 168MpHVC1 with A31 site (Ala – X – Ala) was replacement by V31 to form Val-X-Ala) to analyze the structural requirements for efficient processing of the signal peptide and the efficiency secretion of amylase was increased to 113.5% (80.1±3.1U/ml).
6. This recombinant strain was grown under optimal condition temperature 37O C, 30 – 40h with induction IPTG 0.01mM and addition of lactose 1% and 5g/l NH4H2PO4 .
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