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11. Tóm tắt các kết quả mới của luận án: 
Luận án là công trình đầu tiên ở Việt Nam tiếp cận hướng sinh tổng hợp protein enterocin P theo con đường tái tổ hợp từ gen entP tổng hợp nhân tạo, sử dụng các hệ biểu hiện khác nhau. Luận án đã đạt được những kết quả mới như sau: (1) Gen entP mã hóa cho peptide EntP của chủng E. faecium P13 đã được tổng hợp nhân tạo, tách dòng và đưa vào 3 hệ biểu hiện là E. coli ER2566, P. pastoris chủng GS115 và P. pastoris chủng X33. (2) Trong E. coli ER2566, hầu hết EntP ở dạng dung hợp với MxeIntein được sinh tổng hợp dưới dạng thể vùi, không có hoạt tính. Sau khi cắt bỏ intein, EntP tái tổ hợp có hoạt tính kháng L. monocytogenes và S. aureus. (3) Đã biểu hiện thành công gen hisentP trong nấm men P. pastoris chủng GS115 và gen entP, hisentP trong chủng X33. Hiệu suất biểu hiện gen trong chủng X33 cao hơn, đồng thời không thấy sự khác biệt về hoạt tính kháng khuẩn giữa chủng X33entP mang gen entP và chủng X33hisentP mang gen hisentP. (4) Điều kiện thích hợp cho lên men chủng X33hisentP sinh tổng hợp protein HisentP hiệu suất cao là sử dụng môi trường có chứa peptone và cao nấm men, pH 6, cảm ứng biểu hiện gen tại mật độ tế bào OD600 ( 50, trong điều kiện thông khí tối đa. Hoạt tính kháng khuẩn của dịch nuôi cấy cảm ứng trong bình nón đạt 100 AU/ml. (5) Đã lên men thành công chủng X33hisentP quy mô 10 lít và 80 lít. Hoạt tính kháng khuẩn của dịch lên men tương ứng là 50 và 25 AU/ml. (6) HisentP được thu hồi tốt nhất bằng phương pháp kết tủa với ethanol 90%. HisentP vẫn đảm bảo hoạt tính sau khi xử lý nhiệt ở 100o C trong 60 phút, 121o C trong 15 phút và sau khi xử lý 8 giờ ở pH từ 2 đến 11. HisentP bị phân cắt và mất hoạt tính bởi pepsin, papain, proteinase K, bromelin, trypsin và (-chymotrypsin. HisentP có khả năng diệt L. monocytogenes, S. aureus, L. fermentum và E. faecium. (7) Chế phẩm HisentP không gây độc cấp tính và độc trường diễn trên chuột thí nghiệm. 
12. Khả năng ứng dụng trong thực tiễn
Đây là nghiên cứu đầu tiên về tạo bacteriocin tái tổ hợp một cách có hệ thống tại Việt Nam. Sản phẩm của luận án là protein HisentP tái tổ hợp có hoạt tính kháng khuẩn và các đặc tính sinh hóa tương đồng với enterocin P tự nhiên, bước đầu đã có khả năng kéo dài thời gian bảo quản thực phẩm và có thể tiếp tục nghiên cứu phát triển làm phụ gia sinh học dùng cho bảo quản. Bên cạnh đó, các kết quả đạt được có ý nghĩa khoa học và cung cấp thông tin hữu ích cho các ứng dụng mở rộng tiếp theo trong tương lai.
13. Những hướng nghiên cứu tiếp theo
Tiếp tục nghiên cứu tối ưu hóa quá trình lên men nhằm nâng cao hiệu suất sinh tổng hợp enterocin P tái tổ hợp, giảm chi phí nguyên liệu đầu vào nhằm hạ giá thành sản phẩm.

Nghiên cứu nâng cao hiệu suất thu hồi và sơ chế HisentP từ dịch lên men, đặc biệt là tối ưu quá trình phân cắt HisentP để thu được enterocin P tinh sạch nhằm sử dụng trong bảo quản thực phẩm. 

Tiếp tục nghiên cứu mô hình thử nghiệm bảo quản các thực phẩm khác nhau như hoa quả, thịt và các sản phẩm từ thịt... sử dụng EntP tái tổ hợp bằng những phương pháp khác nhau như dung dịch ngâm, phun, bổ sung dưới dạng phụ gia, màng bọc thực phẩm…
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11. Summary of the new findings of the thesis
The investigation gave following results: 1) Gene entP encoding for peptide EntP of E. faecium P13 was artificially synthesized, cloned and transformed into 3 expression systems. 2) In E. coli ER2566, EntP in fusion with MxeIntein were formed mostly as inclusion bodies with no antibacterial activity. EntP released from the cleaving of intein inhibited the growth of L. monocytogenes and S. aureus. 3) Gene hisentP was expressed in P. pastoris strain GS115 whiles gene entP and hisentP was successfully expressed in strains X33. X33 showed higher expression than GS115 and none of difference on the peptides productivity was identified in two X33 recombinant strains producing EntP and HisEntP. Appropriate X33hisentP fermenting conditions for production of EntP were determined to be: peptone and yeast extract-contain medium, pH 6, gene expression inducing at OD600 of 50, maximum air flow. Antibacterial activity of flask cultivation supernatant was 100 AU/ml. 5) Strain X33hisentP was grown in 10 and 80-liter fermentative equipments. Antibacterial activities were 50 and 25 AU/ml, respectively. 6) HisentP was collected most effectively by ethanol precipitation at concentration of 90%. HisentP remained activities after the heating of 60 minutes at 100oC and 15 minutes at 121oC as well as after 8 hours of exposure to pH between 2 and 11. HisentP was cleaved quickly in the presence of pepsin, papain, proteinase K, bromelin, trypsin and (-chymotrypsin resulting in the disappearance of its antibacterial activity. HisentP can inhibit L. monocytogenes, S. aureus, L. fermentum and  E. faecium. 7) HisentP did not cause acute and sub acute toxicity in tested rats.
12. Practical applicability
This is the first systematic investigation of producing recombination bacteriocin in Vietnam, which results in recombinant protein HisentP with antibacterial and biochemical characteristics similar to natural enterocin P. HisentP can firstly extend food preservation shelf, which can be developed to biological preservation additives. More over, data from the study is useful scientific information for continue applicative investigations in the future.
13. Futher research directions
Optimizing the fermentation procedures to increase recombinant HisentP biosynthesis efficiency and decrease the costs of input material to decline the price of products.
Enhancing HisentP recovery efficiency from fermentation supernatant as well as optimizing the HisentP cleavage and HisentP purification for food application.

Investigating on preservation pattern with different kinds of food such as fruit, meat, products from meat, etc using recombinant EntP in various methods: immersing, spraying, additives, wrapping film, etc.
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