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TOM TAT

Nghién ctru nay dwoc tién hanh nhim tim ra cac vi sinh vat cé kha ning sinh téng hop enzyme
chitosanase hoat tinh cao tir nguén nguyén liéu tw nhién la dat tai noi cé nhiéu xac cac loai giap xac
phan hay. Sau khi tién hanh phan lap, tuyén chon, xac dinh hoat tinh chitosanase bing phwong phap
DNS da xac dinh dwoc mot mau vi khuan (ky hiéu 1a VK6) va mét mau xa khuén (ky hiéu l1a XK14) cé
kha ning sinh téng hop chitosanase hoat tinh cao. B4 nghién ctpu mét s6 dic tinh cta chitosanase
san sinh tir mau VK6 va XK14. Chitosanase tir mau VK6 c6 pHop la 5,5, nhiét do phan trng tbi wu 50°C,
thei gian phan rng téi wu 30 phat. Chitosanase tir mau XK14 c6 pHopt 1a 6,0, nhiét dé phan (ng t6i wu
55°C, th&i gian phan ng t6i wu 30 phut. Két qua nay mé ra tiém nang khai thac ng dung cua
enzyme chitosanase tir hai mau vi sinh vat trén.

Tir khéa: Chitosanase, phan lap, tuyén chon, vi khuan, xa khuén.

SUMMARY

The study was conducted to find microorganisms what be able to produce high chitosanase
activity enzyme from natural soil. After the isolation, selection, chitosanase activity determined by
DNS method that identified a bacteria strain (VK6) and an actinomycete strain (XK14) are capable of
biosynthesis high chitosanase activity. The results of this study also showed some characteristics of
chitosanase produced from VK6 and XK14. Specifically, the optimum pH for the activity of
chitosanase from VK6 was pH,, 5.5, the optimal reaction temperature was 50°C, the optimal reaction
time was 30 minutes. And the optimum conditions for activity of chitosanase from XK14 were pHopt
6.0, 55°C, 30 minutes. This result opens up the potential applicability of the enzyme chitosanase from
the two microorganisms.

Key words: Actinomycete, bacteria, chitosanase, isolation, selection.

1. DAT VAN DE

Chitin 12 polymer sinh hoc cé nhiéu
trong thién nhién chi dtng sau cellulose,
duge khai théc tit vo céc loai sinh vat bién,
sinh vat giap xac nhu tém, cua... Chitosan
12 mot dang chitin da bi khi goc acetyl va
dugc xem 14 polymer tu nhién quan trong nhat
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nhd nhiing dic tinh quy bau ctia né (tinh
nang cong nghé, tinh ning sinh 1y hoc). Do
vay, chitin/chitosan va cac dan xuit cua
ching ngay cang dugc tng dung roéng rai
trong nhiéu linh vuc nhu céng nghiép, noéng
nghiép, thuc phdm, my phidm, cong nghé
sinh hoc, y hoc va dugce pham, xt li nuéc thai
va bao vé mdi truong...



Phan 1ap va tuyén chon vi sinh vat c6 kha nang sinh tdng hop enzyme chitosanase...

O nudc ta, san lugng phé phu pham ti cac
nha mAay ché bién thuy hai san 1a rat 16n (v6
tém, cua...). Pay 1a ngudén nguyén liéu doi dao
va ré tién dé thu nhan chitin, chitosan, néu
tan dung dugc s& dem lai mdt ngudn 1¢i kinh t&
to 16n. Tuy nhién, chitin va chitosan lai c6 mot
s6 nhuge diém nhu khéi lugng phan ti 16n,
mach phan tt dai, khéng tan trong nuée. Diéu
nay lam han ché dang ké tinh ning va nhiing
ting dung ctia noé, nhat 14 nhiing Gng dung
trong cong nghé thuc phdm. D& khic phuc
dude vAn dé nay, san phdm thuy phan caa
chitosan d& dugec tao ra, d6 la chitosan
oligosaccharide (COS). Gan day, COS véi
nhiing tinh ning wu viét cia minh da ngay
cang dudc san xuit nhiéu hon va duge tng
dung rong rai trong nhiéu linh vuc dic biét 1a
trong céng nghé thuc phidm véi vai tro la
oligosaccharide chiic nang (Choi va cs., 2004).

COS c¢6 thé duge thu nhan bang phuong
phap hoa hoc. Tuy nhién, phuong phap hiéu
qua nhat dé san xudt san pham nay 14 phuong
phép sinh hoc st dung enzyme chitosanase.
Enzyme chitosanase c6 thé thu nhan duge ti
nhiéu ngudn khac nhau nhu vi khuédn, ndm,
virus, mot s6 thuc vat... nhung enzyme
chitosanase thu nhan tit vi khuén hoac xa
khuén thudng c6 hoat tinh cao hon (Lee, 2006).
Cac ching vi khuén hodic xa khuén c6 kha
ning sinh téng hop chitosanase lai thudng c6
san trong tu nhién tai nhiing ndi c6 xac cac
loai gidp x4c (t6m, cua...) phan huy. Do do,
néu phan lap duge ngudn vi sinh vat tu nhién
nay thi c6 thé tao ra mot phuong phap san
xuat COS rat nhanh chéng va ré tién.

Trén thé giéi da c6 kha nhiéu cic nghién
ctiu vé enzyme chitosanase dudc sinh téng
hdp t cac loai vi sinh vat (Choi va cs., 2004;
Lee, 2006). Tuy nhién, ¢ Viét Nam cho dén
thoi diém nay, nhiing nghién ctu vé
chitosanase va céc loai vi sinh vat san sinh
ra né con rat han ché.

Nghién ctu nay duge thuc hién nhim
phén lap, tuyén chon cac ching vi khuén va
xa khuén c6 kha ning sinh téng hop enzyme
chitosanase hoat tinh cao.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN cUU

2.1. D6i tugng nghién citu

Cac mau vi khuén va xa khudn dugc
phan lap ti miu dat dude 1ay 6 khu vuc cb
riat nhiéu x4c tom da phan huy lau nam tai
phuong Phudc Long — Nha Trang vao thang
01/2008.
2.2. Phan lap, bao quan va giit giong

Mau dat phoi khdé —tan nhé — can 10 g
mau hoa tan trong 100 ml nuéc cdt —khudy
déu —loc — thu dich — pha loang dén 10°.
L&y dich nay 1am mAu dé phan lap. St dung
mdi trudng Gause dé phan lap xa khuén va
mdi truong MPA dé phan lap vi khuan. Tién
hanh lam thuin, bao quan gidng bang
phuong phap cdy truyén trong méi trudng
thach nghiéng. Sau d6 cdy chdm diém trén
moi trudng thi hoat tinh gém aga va
chitosan dé thi hoat tinh so bo (Piza va cs.,
1999; Lee, 2006). Xac dinh ducong kinh vong
phan gidi clia enzyme tho ciia cic mau sau
khi nuéi cdy bing phuong phap duc 16 thach.

2.3. Nubi ciy cac mau cé hoat tinh

Mbi trudng nudi cdy ban téng hgp duge
phén chia vao cac binh tam giac v6 trung
dinh lugng 100 -150 ml. Cdy giéng da hoat
hoa (hoat héa 1 vdng que cdy trong Ong
nghiém véi thé tich méi trusng hoat hoa 5
ml) vao moi trudng nudi cdy & ché do vod
trung. Qua trinh nubi cidy duge ti€n hanh
trén may lic & ch& d6 200 v/ph & 37°C trong
thdi gian 2 ngay d6i véi vi khudn va 4 ngay
d6i v6i xa khudn. Sau khi ding nuéi cdy,
tién hanh li tam dé loai bd két tua, thu dich
nudi cdy. Phan tich hoat tinh enzyme cta
dich enzyme thu dugc dé tiép tuc tuyén chon
ra mAu c6 kha ning sinh téng hop
chitosanase hoat tinh cao.

24.Xac dinh hoat tinh enzyme Chitosanase

Hoat tinh chitosanase dugc xac dinh
thong qua lugng dudng khii giai phéng, ducng
kht duge xac dinh bang phuong phap quang
phé st dung acid dinitrosalicylic (DNS)
(Wang, 2007; Miller, 1959).
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Chudn bi 2 6ng nghiém, mot ong thi
nghiém, mét dng d6i ching. LAy 2 ml dich
enzyme cho vao méi éng, 6 6ng déi chiing cho
thém 10 pl dung dich NaOH 10N dé bt hoat
enzyme. Sau d6, thém vao moi dng 2 ml dung
dich chitosan 0,2%. D&t 2 6ng nghiém trong
bé 6n nhiét & nhiét &6 50°C/30 phit. Sau do,
nhé 100 pl NaOH 10N vao 6ng thi nghiém dé
ditng phan tng. T4 mdi dng nay 14y ra 3 ml
rdi thém vao 3 ml DNS, dit 2 6ng nghiém
trong bé 6n nhiét 90°C/5 - 10 phut. Sau do,
nhé vao méi 6ng 1 ml dung dich potassium
sodium tartrate 40%. D& ngudi dén nhiét do
phong va do A575. Két qua hoat tinh enzyme
dudc tinh theo dudng chuén glucose.

2.5. Phuong phap xac dinh ham lugng

protein

Xac dinh ham lugng protein trong dung
dich enzyme theo phucong phap Bradford
(1976). Lay 0,1 ml dung dich protein can xac
dinh, thém 5 ml dung dich thuéc nhudém
protein, tron déu. Dem do A & budc séng 595
nm (Asg;) sau 2 phit dén 1h. MAu déi chiing
dudc tién hanh song song. Tinh ham lugng
protein cia mau thi nghiém theo dudng
chuén protein (albumine).

2.6. Lam sach enzyme bang phuong phap

tia phan doan con

Taa con tai tiing phan doan. Lam lanh
con tuyét doi, lam lanh dung dich enzyme
can tua. Lay 100 ml dung dich enzyme da
lam lanh cho vao céc thuy tinh, cho ti tit 30
ml con da lam lanh vao dung dich enzyme
nay, khuay déu, lai lam lanh 15 - 30 phit.
Sau d6, ly tam & téc d6 10.000 v/ph trong 15
phit, thu cin tia. Panh d4au phan doan taa
0 - 30%. Can thu dugc hoa tan trong dém
phosphate pH 6,0 ta dugc dich enzyme phan
doan 0 - 30%. Con dich trong thu dudc tiép
tuc cho thém con da lam lanh dé dat 40%
con. Tién hanh tuong tu nhu trén cho dén
phan doan 80 - 90%. Céc tiéu phan thu dudc
tién hanh xac dinh riéng hoat tinh enzyme
va ham lugng protein.

2.7. Xac dinh tinh chaAt cta enzyme
chitosanase sinh tong hop tu cac
mau dugc tuyén chon
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Dé khao sat anh hudng cta pH va xac
dinh pH t6i uu cho hoat dong ctia enzyme
chitosanase, ta cho phan {ing x4y ra tai cac
gia tri pH khac nhau: 3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5;
6,0; 6,5; 7,0; 8,0 trong mdi truong dém Mec
Ilvaine (pH 2,2 - 8,0). Cac diéu kién khac
(nhiét do, thoi gian phan tng...) duge giii cd
dinh. Két qua vé kha nang thuy phan co chat
tai cac gia tri pH khac nhau ctia enzyme dudc
biéu hién bing hoat tinh cta ching. Hoat
tinh nay dugc xac dinh thong qua viéc do d6
hép thu quang bang may quang phd. Tudng
tu, nhiét do t6i vu va thoi gian phan tng t6i
uu cua chitosanase ciing dugc khdo sat theo
cach trén, phan ting clia enzyme dudc thuc
hién & cac gia tri nhiét d6 khac nhau: 30, 35,
37, 40, 45, 50, 55, 60, 70°C va cac thoi gian
khac nhau: 10, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60 phut.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Phan lap va tuyén chon cac mau vi
sinh vat c6 kha nang sinh téng hop
enzyme chitosanse hoat tinh cao

Vi chitosanase 1a enzyme déc hiéu d61 véi
cd chat chitosan nén nhiing vi sinh vat c6 kha
ning sinh chitosanase ngoai bao sé& tiét
enzyme ra ngoai moi trudng dé phan giai co
chat chitosan tao nén vong phan giai trén moéi
truong. T mau dat 14y d phuong Phuéc Long,
thanh ph6 Nha Trang, da chon dugc 4 mau vi
khuén va 5 miu xa khuén c¢6 kha nang sinh
tong hdp enzyme chitosanase. 4 mau vi
khudn duge ki hiéu la: VK2, VK6, VK13,
VK16 va 5 mau xa khuén dudc ki hiéu la:
XK10, XK11, XK13, XK14, XK17. Cac miu
nay déu cé vong phan gidi co chit rong va
sang nhung khéng déu nhau, chiing t6 hoat
tinh chitosanase ctia chiing 14 khac nhau.

Két qua tuyén chon so bd bing phuong
phap duc 16 thach é bang 1 va cac hinh 1, 2
va 3 cho thay 3 miu VK2, XK13, XK17 cb
hiéu s6 duong kinh vong phan gidi < 0,5 cm.
Con 6 maAu con lai c6 hiéu s6 duong kinh
vong phan giai > 0,7 cm. Hiéu s6 duong kinh
vong phan gidi cang 16n thi enzyme d6 cang
c6 kha nang c6 hoat tinh cao. 6 mau VKB,
VK13, VK16, XK10, XK11, XK14 tiép tuc
duge xac dinh hoat tinh bang phuong phap
acid dinitrosalicylic.
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Bang 1. Hiéu s6 duong kinh vong phan giai ctua
enzyme chitosanase tit cac mau phan lap

Ki hiéu mau VK2 VK6 VK13 VK16 XK10 XK11 XK13 XK14  XK17

Hiéu sé dwong kinh vong
. ) 0,5 1,5 0,8 1,1 1,0 0,7 0,4 1,2 0,4
phan giai cua chitosanase (cm)

Hinh 1. Vong phan giai co chat cua Hinh 2. Vong phan gidi co chit cua
chitosanase san sinh tit mau VK6 chitosanase san sinh tir mau XK14

Hinh 3. Vong phén giai co chat cua
chitosanase san sinh tit mau VK6 dugc thu
bang phuong phap duc 16 thach
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MAu vi khudn c6 hoat tinh enzyme
chitosanase cao nhat 1a miu VK6 (1294
U/ml), mau xa khuén c6 hoat tinh cao nhat
la XK14 (114,4 U/ml) (Hinh 4). Theo Lee
(2006), Fukamizo va Brzezinski (1997), véi
hoat tinh enzyme chitosanase thé cua dich
nudi cay 16n hon 100 U/ml 1a rat kha quan.
Vi vay, 2 mau nay dudc st dung tiép cho cac
nghién cdu sau.

3.2. Lam sach s@ by enzyme chitosanase

bang phuong phap tta cén

Enzyme chitosanase cia mau VK6 tua
tét trong khoang 30 - 60% con (dat 71,2%
hoat tinh t6ng s6) va dat hoat tinh cao nhéat
(367,7 U/ml, chi€m 28,4% hoat tinh téng s6)
6 phan xuit cén 40 - 50%, ham lugng
protein thu dudc 6 phan xuit nay la 60,5
mg/ml thap hon so véi ham lugng protein
thu dugc & phan xuat 30 - 40% (66,6 mg/ml),
dong thoi c6 hoat dd riéng cao nhat ma dich
enzyme c6 hoat tinh cang cao va ham lugng
protein cang thap thi cang sach (Bang 2). Vi
vay, phan xudt con thich hgp nhat cho viéc

140 -

120 -

100

80 -

60 -

40

Hoat tinh (U/ml)

20 -

két tiia dé thu hoi chitosanase tit mAu nay 1a
40 - 50%.

Két qua d bang 2 ciing cho thay, & cac
phan xuét con dudi 50 - 60% thi hoat tinh
chitosanase ctia mau XK14 tang dan khi
ting néng do cén. O phan xuit 50 - 60%,
hoat tinh chitosanase téng 9,3% so vé6i
hoat tinh chitosanase ¢ phan xuét 0 - 30%.
Nhung khi tia 6 nong do con cao (trén 50 -
60%) thi hoat tinh chitosanase ctia mau
nay lai giam xuéng khi ting néng d6 con.
Chitosanase ctia mau XK14 tua tot trong
khoang néng do6 40 - 70% cén (dat 60,7%
hoat tinh téng s6) va dat hoat tinh cao
nhat (307,1 U/ml, chiém 21,5% hoat tinh
téng s6) 6 phan xudt 50 - 60%, ham lugng
protein thu dudc 6 phan xuat nay la 55,8
mg/ml (dat 22,0% ham lugng protein téng).
Hon niia, hoat d9 riéng 6 phan xuat con 60 -
70% ciing dat gia tri cao nhat. Diéu dé
chiing t6 phan xuat cén thich hgp nhat cho
viéc ttia dé thu hdi chitosanase tit mau nay
1a 50 - 60%.

@ Hoat tinh (U/ml)

VK6 VK13 VK16

XK10

XK11 XK14

Ki hiéu mau

Hinh 4. Hoat tinh chitosanase ctia 6 mau dugc chon
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Bang 2. Hoat tinh chitosanase va nong do protein
cua cac phan xuit tia bang con (mau VK6 va XK14)

. VK6 XK14
Phéan xuat tda : >
béng cén (%) Hoat tinh chitosanase Nong d6 protein Hoat tinh chitosanase Nong d6 protein
(U/ml) (mg/ml) (U/ml) (mg/ml)

0-30 - - 174,3 36,0
30-40 262,8 66,6 196,8 41,3
40-50 367,7 60,5 292,8 46,9
50-60 291,4 58,4 307,1 55,8
60-70 2179 48,3 268,9 52,4
70-80 154,6 36,2 190,6 21,5
80-90 - - - -

3.3. Xac dinh tinh chat ctia enzyme
chitosanase tir chung VK6 va XK14

3.3.1. pH t~6'i vu cua enzyme chitosanase tu
2 mau VK6 va XK14

pH t61 uu cta enzyme chitosanase tit mau
VK6 1a pH,,; 5,5 v6i hoat tinh cao nh4t 1a 130,0
U/ml. pH t61 uu clia enzyme chitosanase ti
mau XK14 1a pH,, 6,0 v6i hoat tinh cao nhat
14 119,1 U/ml (Hinh 5).

D61 vdi enzyme chitosanase ti mau VK6:
Hoat ddng t6t nhat trong khodng pH 4,5 -
6,5. Hoat tinh enzyme giam nhanh khi pH <
4,5 hoac pH > 6,5. Cu thé 1a khi pH giam
xuéng 4,0 thi hoat tinh enzyme con 77,6
U/ml, con khi pH tang 1én 7,0 thi hoat tinh
enzyme la 80,3 U/ml. Tuy nhién, khi pH
giam t¥ 5,5 xudéng 4,5 hoat tinh enzyme chi
gidm 22%, trong khi pH tang ti 5,5 1én 6,5
thi hoat tinh gidm manh hon (gidm 27%),
(dugc biéu dién bing d6 déc cta dudng cong
trén khoang pH 5,5-6,5 16n hon d6 déc trén
khoang 4,5-5,5). Diéu dé chiing t6 enzyme
chitosanase tu mau VK6 chiu dudc moi
truong acid t6t hon méi trudng kiém hay
hoat tinh t6i uu cla enzyme nay la trong méi
truong acid yéu. Nhung khi moéi trudng phan
tng qua acid hoic qua kiém thi hoat tinh
enzyme lai gidm manh. Chéng han, khi pH
3,0 thi hoat tinh giadm 44%, con khi pH 8,0
hoat tinh gidm 50%.

D61 vdi enzyme chitosanase ti mdu
XK14: Cé khoang pH hoat dong t6t nhat 1a

5,0-6,5. Nhu vay, khoang pH nay hep hon so
véi chitosanase ciia VK6. Khi pH < 5,0 hoac
pH > 6,5 thi hoat tinh enzyme cfing gidm
nhanh. Ching han, khi pH giam xuéng 4,5
thi hoat tinh enzyme giam 32%, con khi pH
tang 1én 8,0 thi hoat tinh enzyme giam dén
47%. Nhu vay, enzyme chitosanase clia mau
XK14 ciing chiu dugc moi trudng acid t6t hon
moéi truong kiém.

Két qua nghién ctu trén day phu hgp
v6i didc tinh cbua da s6 cac enzyme
chitosanase da nghién ctu. Choi va cs.
(2004) da chi ra rang enzyme chitosanase
tu Bacillus sp. KCTC 0377BP bén & khoang
pH 4,0 — 8,0. N6 hoan toan khong hoat dong
¢ pH 2,0 va hoat doéng t6t nhat trong
khoang pH 4,0-6,0, pH,, 14 5,0. Enzyme
chitosanase tu Sphingomonas sp. CJ-5 (Zhu
va cs., 2007) thi chi bén 6 khodng pH hep ti
5,6 —7,5. 6 pH < 5,0 va pH > 8,0 hoat tinh
clla enzyme nay giam rat nhanh, pH t6i vu
cho sy hoat déng ctia enzyme nay la 6,5.
Enzyme chitosanase tit Bacillus cereus c6
pHopt 5,8. Enzyme nay bi bién tinh é pH >
7,0. Hoat tinh ctia né hau nhu bi mat hét
khi 4 10phit 6 pH > 7,0 (Piza va cs., 1999).
Enzyme chitosanase tu Streptomyces
griceus HUT 6037 c6 pHopt 5,7 (Tanabe va
cs., 2002). Enzyme chitosanase tu
Streptomyces N174 c6 khoang pH hoat dong
4,0 — 6,0, t61 uu tai pHopt 5,5 (Fukamizo va
Brzezinski, 1997).
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Hinh 5. Anh huéng ctia pH phan tng dén hoat tinh ctia
enzyme chitosanase tt mau VK6 va XK14
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Hinh 6. Anh huéng ctia nhiét dé phan tng dén hoat tinh ctia
enzyme chitosanase tit mau VK6 va XK14

3.3.2. Khd ndng chiu nhiét va nhiét dé t6i
vu cua enzyme chitosanase ti 2 mau
VK6 va XK14

Cung v6i anh hudng cia pH méi trudng
phan tng thi nhiét do ciing 1&2 mot trong
nhiing yéu t6 anh hudng nhiéu nhat dén
hoat tinh enzyme. Viéc xac dinh dudc nhiét
do6 toi uu cho enzyme hoat dong anh hudng
rat nhiéu dén viéc nghién cu va san xuit
enzyme sau nay. Chinh vi vay, dé nghién
ctiu su phu thudc cia hoat tinh enzyme vao
nhiét d6, nghién ciu tién hanh khao sat
trong dai nhiét d6 30-70°C trong méi trucng
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dém Mec Ilvaine pHopt 5,5 déi véi mau VK6
va pHopt 6,0 d61 v6i mau XK14 (Hinh 6).
Hoat tinh enzyme chitosanase ctia mau
VK6 ting dan khi nhiét do ting ti 30°C dén
50°C va dat gia tri 16n nhat tai nhiét do6 50°C
1a 134,1U/ml. Trong khodng nhiét do 50-
70°C, hoat tinh bit ddu giam dan, dac biét
giam nhanh khi nhiét d6 16n hon 60°C.
Chidng han, & nhiét d6 70°C, hoat tinh
enzyme giam 51%. Nguyén nhin cua su
giam hoat tinh nay dudgc giai thich 1a do su
bién tinh ctia phan ti protein enzyme khi 6
nhiét dd cao. Nhu vay, nhiét d toi uu cho
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hoat dong ctia enzyme chitosanase tii mau
VK6 1a 50°C.

Tuong tu nhu vay, nhiét d6 t61 uu cho su
hoat déng cta chitosanase ti mau XK14 la
55°C. Hon niia, 6 nhiét do 70°C, hoat tinh cta
enzyme nay chi gidm 42%, giam it hon so véi
hoat tinh cta chitosanase tit mau VK6 (6
nhiét do 70°C giam 51%). Nhu vay, enzyme
chitosanase cia mau XK14 chiu nhiét t6t hon
so v6i chitosanase cia mau VK.

3.3.3. Thoi gian phan Gng t6i uu

Nghién ctu tién hanh khao sat anh
hudéng cua thoi gian phan ting trong cac
khoang thoi gian tu 10 phudt dén 60 phit,
trong diéu kién pH va nhiét do téi vu da xac
dinh 6 trén. Hinh 7 cho thay, 2 loai enzyme
chitosanase nay déu c6 chung mét dang do6
thi. Hoat tinh enzyme ctia cd 2 mau déu ting
dan khi tang thoi gian phan tng ti 10 phit
dén 30 phut. O thdi gian phan tng 30 phit,
hoat tinh enzyme chitosanase cia mau VK6
dat 132,0 U/ml, cia mau XK14 dat 123,9
U/ml. Khi thdi gian phan tng téng 1én trén
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Hoat tinh chitosanase (U/ml)

30 phut thi hoat tinh enzyme ctia ca 2 mau
déu gan nhu 6n dinh, c¢6 tang nhung ting
khéng dang ké. Cu thé 13, d6i véi mau VK6: &
thoi gian phan tng 60 phut, hoat tinh
enzyme chi ting thém 3,1% ma thdi gian
phan tng phai cAn thém 30 phut. Déi véi
chitosanase cia mau XK14 cling vay, hoat
tinh enzyme dat gia tri cao nhit 1a 126,6
U/ml nhung phai sau thoi gian phan ting 1a
50 phut, tic 14 hoat tinh enzyme chi ting
thém 2,2% ma can thém thoi gian phan tng
14 20 phut. Theo k&t qua phan tich théng ké
thi hoat tinh chitosanase ctia cd 2 mau VK6
va XK14 § cac nhiét do 30, 35, 40, 50, 60°C
cting khac nhau khoéng c¢6 § nghia (P>0,05).
Nhu vay, thoi gian phan ting t6i vu cho ca 2
loai enzyme chitosanase nay la 30 phiit.

Nguyén nhan cta viéc sau thoi glan
phan ting 30 phut, hoat tinh chitosanase ctia
ca 2 mau enzyme déu hiu nhu 6n dinh va
khong ting niia dugdc giai thich chua yé&u l1a vi
thoi gian 30 phut 1la da dé cho enzyme
chitosanase hoat dong thuy phan gan hét co
chit chitosan.

—e— Hoat tinh chitosanase
VK6 (U/ml)

—a— Hoat tinh chitosanase
XK14 (U/ml)

10 20 25

Thei gian (phuat)

30 35 40 50 60

Hinh 7. Anh huéng cta thdi gian phan ing dén hoat tinh
cua enzyme chitosanase tit mau VK6 va XK14
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4. KET LUAN

Nghién ctu d& tuyén chon duge 6 miu
c6 kha nang sinh tdng hdp chitosanase la
VK6, VK13, VK16, XK10, XK11 va XK14.
Pong thoi da lua chon duge 1 mau vi khudn
(VK6) va 1 miu xa khudn (XK14) c¢6 kha
ning sinh tdng hgp enzyme chitosanase hoat
tinh cao ¢6 gia tri tuong tng 129,4 U/ml va
114,4 U/ml.

Nghién ctiu ciing da xac dinh duge mot
s6 diéu kién thich hgp cho su hoat déng cta
2 loai enzyme chitosanase dugc sinh tong
hop ti 2 mau VK6 va XK14.

Déi véi chitosanase ti VK6 c6 pH toi uu
5,5; nhiét do6 phan Gng t6i vu la 50°C; thoi
gian t61 uu la 30 phut. Mau XK14,
chitosanase c6 pH t61 uu 6,0; nhiét dd toi uu
55°C; thoi gian t61 vu la 30 phiit.
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Isolating and Selecting Microorganisms with the Ability to Biosynthetic Chitosanase Enzyme from Phuoclong’s (Nha Trang) Soil Sample
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TÓM TẮT


Nghiên cứu này được tiến hành nhằm tìm ra các vi sinh vật có khả năng sinh tổng hợp enzyme chitosanase hoạt tính cao từ nguồn nguyên liệu tự nhiên là đất tại nơi có nhiều xác các loài giáp xác phân hủy. Sau khi tiến hành phân lập, tuyển chọn, xác định hoạt tính chitosanase bằng phương pháp DNS đã xác định được một mẫu vi khuẩn (ký hiệu là VK6) và một mẫu xạ khuẩn (ký hiệu là XK14) có khả năng sinh tổng hợp chitosanase hoạt tính cao. Đã nghiên cứu một số đặc tính của chitosanase sản sinh từ mẫu VK6 và XK14. Chitosanase từ mẫu VK6 có pHopt là 5,5, nhiệt độ phản ứng tối ưu 50oC, thời gian phản ứng tối ưu 30 phút. Chitosanase từ mẫu XK14 có pHopt là 6,0, nhiệt độ phản ứng tối ưu 55oC, thời gian phản ứng tối ưu 30 phút. Kết quả này mở ra tiềm năng khai thác ứng dụng của enzyme chitosanase từ hai mẫu vi sinh vật trên.

Từ khóa: Chitosanase, phân lập, tuyển chọn, vi khuẩn, xạ khuẩn. 


SUMMARY


The study was conducted to find microorganisms what be able to produce high chitosanase activity enzyme from natural soil. After the isolation, selection, chitosanase activity determined by DNS method that identified a bacteria strain (VK6) and an actinomycete strain (XK14) are capable of biosynthesis high chitosanase activity. The results of this study also showed some characteristics of chitosanase produced from VK6 and XK14. Specifically, the optimum pH for the activity of chitosanase from VK6 was pHopt 5.5, the optimal reaction temperature was 50oC, the optimal reaction time was 30 minutes. And the optimum conditions for activity of chitosanase from XK14 were pHopt 6.0, 55oC, 30 minutes. This result opens up the potential applicability of the enzyme chitosanase from the two microorganisms.


Key words: Actinomycete, bacteria, chitosanase, isolation, selection.Nghe

Đọc ngữ âm

 


Từ điển - Xem từ điển chi tiết

1. §ÆT VÊN §Ò


Chitin lµ polymer sinh häc cã nhiÒu trong thiªn nhiªn chØ ®øng sau cellulose, ®­îc khai th¸c tõ vá c¸c lo¹i sinh vËt biÓn, sinh vËt gi¸p x¸c nh­ t«m, cua… Chitosan lµ mét d¹ng chitin ®· bÞ khö gèc acetyl vµ ®­îc xem lµ polymer tù nhiªn quan träng nhÊt

nhê nh÷ng ®Æc tÝnh quý b¸u cña nã (tÝnh n¨ng c«ng nghÖ, tÝnh n¨ng sinh lý häc). Do vËy, chitin/chitosan vµ c¸c dÉn xuÊt cña chóng ngµy cµng ®­îc øng dông réng r·i trong nhiÒu lÜnh vùc nh­ c«ng nghiÖp, n«ng nghiÖp, thùc phÈm, mü phÈm, c«ng nghÖ sinh häc, y häc vµ d­îc phÈm, xö lÝ n­íc th¶i vµ b¶o vÖ m«i tr­êng…


ë n­íc ta, s¶n l­îng phÕ phô phÈm tõ c¸c nhµ m¸y chÕ biÕn thuû h¶i s¶n lµ rÊt lín (vá t«m, cua…). §©y lµ nguån nguyªn liÖu dåi dµo vµ rÎ tiÒn ®Ó thu nhËn chitin, chitosan, nÕu tËn dông ®­îc sÏ ®em l¹i mét nguån lîi kinh tÕ to lín. Tuy nhiªn, chitin vµ chitosan l¹i cã mét sè nh­îc ®iÓm nh­ khèi l­îng ph©n tö lín, m¹ch ph©n tö dµi, kh«ng tan trong n­íc. §iÒu nµy lµm h¹n chÕ ®¸ng kÓ tÝnh n¨ng vµ nh÷ng øng dông cña nã, nhÊt lµ nh÷ng øng dông trong c«ng nghÖ thùc phÈm. §Ó kh¾c phôc ®­îc vÊn ®Ò nµy, s¶n phÈm thuû ph©n cña chitosan ®· ®­îc t¹o ra, ®ã lµ chitosan oligosaccharide (COS). GÇn ®©y, COS víi nh÷ng tÝnh n¨ng ­u viÖt cña m×nh ®· ngµy cµng ®­îc s¶n xuÊt nhiÒu h¬n vµ ®­îc øng dông réng r·i trong nhiÒu lÜnh vùc ®Æc biÖt lµ trong c«ng nghÖ thùc phÈm víi vai trß lµ oligosaccharide chøc n¨ng (Choi vµ cs., 2004). 


COS cã thÓ ®­îc thu nhËn b»ng ph­¬ng ph¸p ho¸ häc. Tuy nhiªn, ph­¬ng ph¸p hiÖu qu¶ nhÊt ®Ó s¶n xuÊt s¶n phÈm nµy lµ ph­¬ng ph¸p sinh häc sö dông enzyme chitosanase. Enzyme chitosanase cã thÓ thu nhËn ®­îc tõ nhiÒu nguån kh¸c nhau nh­ vi khuÈn, nÊm, virus, mét sè thùc vËt… nh­ng enzyme chitosanase thu nhËn tõ vi khuÈn hoÆc x¹ khuÈn th­êng cã ho¹t tÝnh cao h¬n (Lee, 2006). C¸c chñng vi khuÈn hoÆc x¹ khuÈn cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp chitosanase l¹i th­êng cã s½n trong tù nhiªn t¹i nh÷ng n¬i cã x¸c c¸c loµi gi¸p x¸c (t«m, cua…) ph©n huû. Do ®ã, nÕu ph©n lËp ®­îc nguån vi sinh vËt tù nhiªn nµy th× cã thÓ t¹o ra mét ph­¬ng ph¸p s¶n xuÊt COS rÊt nhanh chãng vµ rÎ tiÒn.


Trªn thÕ giíi ®· cã kh¸ nhiÒu c¸c nghiªn cøu vÒ enzyme chitosanase ®­îc sinh tæng hîp tõ c¸c loµi vi sinh vËt (Choi vµ cs., 2004; Lee, 2006). Tuy nhiªn, ë ViÖt Nam cho ®Õn thêi ®iÓm nµy, nh÷ng nghiªn cøu vÒ chitosanase vµ c¸c loµi vi sinh vËt s¶n sinh ra nã cßn rÊt h¹n chÕ. 


Nghiªn cøu nµy ®­îc thùc hiÖn nh»m ph©n lËp, tuyÓn chän c¸c chñng vi khuÈn vµ x¹ khuÈn cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme chitosanase ho¹t tÝnh cao.


2. VËT LIÖU Vµ PH¦¥NG PH¸P
      NGHI£N CøU


2.1. §èi t­îng nghiªn cøu


C¸c mÉu vi khuÈn vµ x¹ khuÈn ®­îc ph©n lËp tõ mÉu ®Êt ®­îc lÊy ë khu vùc cã rÊt nhiÒu x¸c t«m ®· ph©n huû l©u n¨m t¹i ph­êng Ph­íc Long – Nha Trang vµo th¸ng 01/2008.


2.2. Ph©n lËp, b¶o qu¶n vµ gi÷ gièng


MÉu ®Êt ph¬i kh« (t¸n nhá ( c©n 10 g mÉu hoµ tan trong 100 ml n­íc cÊt (khuÊy ®Òu (läc ( thu dÞch ( pha lo·ng ®Õn 10-9. LÊy dÞch nµy lµm mÉu ®Ó ph©n lËp. Sö dông m«i tr­êng Gause ®Ó ph©n lËp x¹ khuÈn vµ m«i tr­êng MPA ®Ó ph©n lËp vi khuÈn. TiÕn hµnh lµm thuÇn, b¶o qu¶n gièng b»ng ph­¬ng ph¸p cÊy truyÒn trong m«i tr­êng th¹ch nghiªng. Sau ®ã cÊy chÊm ®iÓm trªn m«i tr­êng thö ho¹t tÝnh gåm aga vµ chitosan ®Ó thö ho¹t tÝnh s¬ bé (Piza vµ cs., 1999; Lee, 2006). X¸c ®Þnh ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i cña enzyme th« cña c¸c mÉu sau khi nu«i cÊy b»ng ph­¬ng ph¸p ®ôc lç th¹ch.


2.3. Nu«i cÊy c¸c mÉu cã ho¹t tÝnh

M«i tr­êng nu«i cÊy b¸n tæng hîp ®­îc ph©n chia vµo c¸c b×nh tam gi¸c v« trïng ®Þnh l­îng 100 -150 ml. CÊy gièng ®· ho¹t ho¸ (ho¹t hãa 1 vßng que cÊy trong èng nghiÖm víi thÓ tÝch m«i tr­êng ho¹t ho¸ 5 ml) vµo m«i tr­êng nu«i cÊy ë chÕ ®é v« trïng. Qu¸ tr×nh nu«i cÊy ®­îc tiÕn hµnh trªn m¸y l¾c ë chÕ ®é 200 v/ph ë 37oC trong thêi gian 2 ngµy ®èi víi vi khuÈn vµ 4 ngµy ®èi víi x¹ khuÈn. Sau khi dõng nu«i cÊy, tiÕn hµnh li t©m ®Ó lo¹i bá kÕt tña, thu dÞch nu«i cÊy. Ph©n tÝch ho¹t tÝnh enzyme cña dÞch enzyme thu ®­îc ®Ó tiÕp tôc tuyÓn chän ra mÉu cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp chitosanase ho¹t tÝnh cao.


2.4. X¸c ®Þnh ho¹t tÝnh enzyme Chitosanase


Ho¹t tÝnh chitosanase ®­îc x¸c ®Þnh th«ng qua l­îng ®­êng khö gi¶i phãng, ®­êng khö ®­îc x¸c ®Þnh b»ng ph­¬ng ph¸p quang phæ sö dông acid dinitrosalicylic (DNS) (Wang, 2007; Miller, 1959). 


ChuÈn bÞ 2 èng nghiÖm, mét èng thÝ nghiÖm, mét èng ®èi chøng. LÊy 2 ml dÞch enzyme cho vµo mçi èng, ë èng ®èi chøng cho thªm 10 (l dung dÞch NaOH 10N ®Ó bÊt ho¹t enzyme. Sau ®ã, thªm vµo mçi èng 2 ml dung dÞch chitosan 0,2%. §Æt 2 èng nghiÖm trong bÓ æn nhiÖt ë nhiÖt ®é 50oC/30 phót. Sau ®ã, nhá 100 (l NaOH 10N vµo èng thÝ nghiÖm ®Ó dõng ph¶n øng. Tõ mçi èng nµy lÊy ra 3 ml råi thªm vµo 3 ml DNS, ®Æt 2 èng nghiÖm trong bÓ æn nhiÖt 90oC/5 - 10 phót. Sau ®ã, nhá vµo mçi èng 1 ml dung dÞch potassium sodium tartrate 40%. §Ó nguéi ®Õn nhiÖt ®é phßng vµ ®o A575. KÕt qu¶ ho¹t tÝnh enzyme ®­îc tÝnh theo ®­êng chuÈn glucose.


2.5. Ph­¬ng ph¸p x¸c ®Þnh hµm l­îng
        protein


X¸c ®Þnh hµm l­îng protein trong dung dÞch enzyme theo ph­¬ng ph¸p Bradford (1976). LÊy 0,1 ml dung dÞch protein cÇn x¸c ®Þnh, thªm 5 ml dung dÞch thuèc nhuém protein, trén ®Òu. §em ®o A ë b­íc sãng 595 nm (A595) sau 2 phót ®Õn 1h. MÉu ®èi chøng ®­îc tiÕn hµnh song song. TÝnh hµm l­îng protein cña mÉu thÝ nghiÖm theo ®­êng chuÈn protein (albumine).


2.6. Lµm s¹ch enzyme b»ng ph­¬ng ph¸p
       tña ph©n ®o¹n cån


Tña cån t¹i tõng ph©n ®o¹n. Lµm l¹nh cån tuyÖt ®èi, lµm l¹nh dung dÞch enzyme cÇn tña. LÊy 100 ml dung dÞch enzyme ®· lµm l¹nh cho vµo cèc thuû tinh, cho tõ tõ 30 ml cån ®· lµm l¹nh vµo dung dÞch enzyme nµy, khuÊy ®Òu, l¹i lµm l¹nh 15 - 30 phót. Sau ®ã, ly t©m ë tèc ®é 10.000 v/ph trong 15 phót, thu cÆn tña. §¸nh dÊu ph©n ®o¹n tña 0 - 30%. CÆn thu ®­îc hoµ tan trong ®Öm phosphate pH 6,0 ta ®­îc dÞch enzyme ph©n ®o¹n 0 - 30%. Cßn dÞch trong thu ®­îc tiÕp tôc cho thªm cån ®· lµm l¹nh ®Ó ®¹t 40% cån. TiÕn hµnh t­¬ng tù nh­ trªn cho ®Õn ph©n ®o¹n 80 - 90%. C¸c tiÓu phÇn thu ®­îc tiÕn hµnh x¸c ®Þnh riªng ho¹t tÝnh enzyme vµ hµm l­îng protein. 

2.7. X¸c ®Þnh tÝnh chÊt cña enzyme
        chitosanase sinh tæng hîp tõ c¸c
        mÉu ®­îc tuyÓn chän


§Ó kh¶o s¸t ¶nh h­ëng cña pH vµ x¸c ®Þnh pH tèi ­u cho ho¹t ®éng cña enzyme chitosanase, ta cho ph¶n øng x¶y ra t¹i c¸c gi¸ trÞ pH kh¸c nhau: 3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 8,0 trong m«i tr­êng ®Öm Mc Ilvaine (pH 2,2 - 8,0). C¸c ®iÒu kiÖn kh¸c (nhiÖt ®é, thêi gian ph¶n øng…) ®­îc gi÷ cè ®Þnh. KÕt qu¶ vÒ kh¶ n¨ng thuû ph©n c¬ chÊt t¹i c¸c gi¸ trÞ pH kh¸c nhau cña enzyme ®­îc biÓu hiÖn b»ng ho¹t tÝnh cña chóng. Ho¹t tÝnh nµy ®­îc x¸c ®Þnh th«ng qua viÖc ®o ®é hÊp thô quang b»ng m¸y quang phæ. T­¬ng tù, nhiÖt ®é tèi ­u vµ thêi gian ph¶n øng tèi ­u cña chitosanase còng ®­îc kh¶o s¸t theo c¸ch trªn, ph¶n øng cña enzyme ®­îc thùc hiÖn ë c¸c gi¸ trÞ nhiÖt ®é kh¸c nhau: 30, 35, 37, 40, 45, 50, 55, 60, 70oC vµ c¸c thêi gian kh¸c nhau: 10, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60 phót.


3. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN


3.1. Ph©n lËp vµ tuyÓn chän c¸c mÉu vi 
        sinh vËt cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp 
        enzyme chitosanse ho¹t tÝnh cao 


V× chitosanase lµ enzyme ®Æc hiÖu ®èi víi c¬ chÊt chitosan nªn nh÷ng vi sinh vËt cã kh¶ n¨ng sinh chitosanase ngo¹i bµo sÏ tiÕt enzyme ra ngoµi m«i tr­êng ®Ó ph©n gi¶i c¬ chÊt chitosan t¹o nªn vßng ph©n gi¶i trªn m«i tr­êng. Tõ mÉu ®Êt lÊy ë ph­êng Ph­íc Long, thµnh phè Nha Trang, ®· chän ®­îc 4 mÉu vi khuÈn vµ 5 mÉu x¹ khuÈn cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme chitosanase. 4 mÉu vi khuÈn ®­îc kÝ hiÖu lµ: VK2, VK6, VK13, VK16 vµ 5 mÉu x¹ khuÈn ®­îc kÝ hiÖu lµ: XK10, XK11, XK13, XK14, XK17. C¸c mÉu nµy ®Òu cã vßng ph©n gi¶i c¬ chÊt réng vµ s¸ng nh­ng kh«ng ®Òu nhau, chøng tá ho¹t tÝnh chitosanase cña chóng lµ kh¸c nhau.


KÕt qu¶ tuyÓn chän s¬ bé b»ng ph­¬ng ph¸p ®ôc lç th¹ch ë b¶ng 1 vµ c¸c h×nh 1, 2 vµ 3 cho thÊy 3 mÉu VK2, XK13, XK17 cã hiÖu sè ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i ( 0,5 cm. Cßn 6 mÉu cßn l¹i cã hiÖu sè ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i ≥ 0,7 cm. HiÖu sè ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i cµng lín th× enzyme ®ã cµng cã kh¶ n¨ng cã ho¹t tÝnh cao. 6 mÉu VK6, VK13, VK16, XK10, XK11, XK14 tiÕp tôc ®­îc x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh b»ng ph­¬ng ph¸p acid dinitrosalicylic.


B¶ng 1. HiÖu sè ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i cña 
enzyme chitosanase tõ c¸c mÉu ph©n lËp


		Kí hiệu mẫu

		VK2

		VK6

		VK13

		VK16

		XK10

		XK11

		XK13

		XK14

		XK17



		Hiệu số đường kính vòng


phân giải của chitosanase  (cm)

		0,5

		1,5

		0,8

		1,1

		1,0

		0,7

		0,4

		1,2

		0,4
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MÉu vi khuÈn cã ho¹t tÝnh enzyme chitosanase cao nhÊt lµ mÉu VK6 (129,4 U/ml), mÉu x¹ khuÈn cã ho¹t tÝnh cao nhÊt lµ XK14 (114,4 U/ml) (H×nh 4). Theo Lee (2006), Fukamizo vµ Brzezinski (1997), víi ho¹t tÝnh enzyme chitosanase th« cña dÞch nu«i cÊy lín h¬n 100 U/ml lµ rÊt kh¶ quan. V× vËy, 2 mÉu nµy ®­îc sö dông tiÕp cho c¸c nghiªn cøu sau.


3.2. Lµm s¹ch s¬ bé enzyme chitosanase
      b»ng ph­¬ng ph¸p tña cån


Enzyme chitosanase cña mÉu VK6 tña tèt trong kho¶ng 30 - 60% cån (®¹t 71,2% ho¹t tÝnh tæng sè) vµ ®¹t ho¹t tÝnh cao nhÊt (367,7 U/ml, chiÕm 28,4% ho¹t tÝnh tæng sè) ë ph©n xuÊt cån 40 - 50%, hµm l­îng protein thu ®­îc ë ph©n xuÊt nµy lµ 60,5 mg/ml thÊp h¬n so víi hµm l­îng protein thu ®­îc ë ph©n xuÊt 30 - 40% (66,6 mg/ml), ®ång thêi cã ho¹t ®é riªng cao nhÊt mµ dÞch enzyme cã ho¹t tÝnh cµng cao vµ hµm l­îng protein cµng thÊp th× cµng s¹ch (B¶ng 2). V× vËy, ph©n xuÊt cån thÝch hîp nhÊt cho viÖc 

kÕt tña ®Ó thu håi chitosanase tõ mÉu nµy lµ 40 - 50%.


KÕt qu¶ ë b¶ng 2 còng cho thÊy, ë c¸c ph©n xuÊt cån d­íi 50 - 60% th× ho¹t tÝnh chitosanase cña mÉu XK14 t¨ng dÇn khi t¨ng nång ®é cån. ë ph©n xuÊt 50 - 60%, ho¹t tÝnh chitosanase t¨ng 9,3% so víi ho¹t tÝnh chitosanase ë ph©n xuÊt 0 - 30%. Nh­ng khi tña ë nång ®é cån cao (trªn 50 - 60%) th× ho¹t tÝnh chitosanase cña mÉu nµy l¹i gi¶m xuèng khi t¨ng nång ®é cån. Chitosanase cña mÉu XK14 tña tèt trong kho¶ng nång ®é 40 - 70% cån (®¹t 60,7% ho¹t tÝnh tæng sè) vµ ®¹t ho¹t tÝnh cao nhÊt (307,1 U/ml, chiÕm 21,5% ho¹t tÝnh tæng sè) ë ph©n xuÊt 50 - 60%, hµm l­îng protein thu ®­îc ë ph©n xuÊt nµy lµ 55,8 mg/ml (®¹t 22,0% hµm l­îng protein tæng). H¬n n÷a, ho¹t ®é riªng ë ph©n xuÊt cån 60 - 70% còng ®¹t gi¸ trÞ cao nhÊt. §iÒu ®ã chøng tá ph©n xuÊt cån thÝch hîp nhÊt cho viÖc tña ®Ó thu håi chitosanase tõ mÉu nµy lµ 50 - 60%.




H×nh 4. Ho¹t tÝnh chitosanase cña 6 mÉu ®­îc chän


		B¶ng 2. Ho¹t tÝnh chitosanase vµ nång ®é protein
 cña c¸c ph©n xuÊt tña b»ng cån (mÉu VK6 vµ XK14)


Phân xuất tủa bằng cồn (%)

		VK6

		XK14



		

		Hoạt tính chitosanase (U/ml)

		Nồng độ protein (mg/ml)

		Hoạt tính chitosanase (U/ml)

		Nồng độ protein (mg/ml)



		0-30

		-

		-

		174,3

		36,0



		30-40

		262,8

		66,6

		196,8

		41,3



		40-50

		367,7

		60,5

		292,8

		46,9



		50-60

		291,4

		58,4

		307,1

		55,8



		60-70

		217,9

		48,3

		268,9

		52,4



		70-80

		154,6

		36,2

		190,6

		21,5



		80-90

		-

		-

		-

		-



		

		

		

		

		





3.3. X¸c ®Þnh tÝnh chÊt cña enzyme
        chitosanase tõ chñng VK6 vµ XK14


3.3.1. pH tèi ­u cña enzyme chitosanase tõ
          2 mÉu VK6 vµ XK14


pH tèi ­u cña enzyme chitosanase tõ mÉu VK6 lµ pHopt 5,5 víi ho¹t tÝnh cao nhÊt lµ 130,0 U/ml. pH tèi ­u cña enzyme chitosanase tõ mÉu XK14 lµ pHopt 6,0 víi ho¹t tÝnh cao nhÊt lµ 119,1 U/ml (H×nh 5).


§èi víi enzyme chitosanase tõ mÉu VK6: Ho¹t ®éng tèt nhÊt trong kho¶ng pH 4,5 - 6,5. Ho¹t tÝnh enzyme gi¶m nhanh khi pH < 4,5 hoÆc pH > 6,5. Cô thÓ lµ khi pH gi¶m xuèng 4,0 th× ho¹t tÝnh enzyme cßn 77,6 U/ml, cßn khi pH t¨ng lªn 7,0 th× ho¹t tÝnh enzyme lµ 80,3 U/ml. Tuy nhiªn, khi pH gi¶m tõ 5,5 xuèng 4,5 ho¹t tÝnh enzyme chØ gi¶m 22%, trong khi pH t¨ng tõ 5,5 lªn 6,5 th× ho¹t tÝnh gi¶m m¹nh h¬n (gi¶m 27%), (®­îc biÓu diÔn b»ng ®é dèc cña ®­êng cong trªn kho¶ng pH 5,5-6,5 lín h¬n ®é dèc trªn kho¶ng 4,5-5,5). §iÒu ®ã chøng tá enzyme chitosanase tõ mÉu VK6 chÞu ®­îc m«i tr­êng acid tèt h¬n m«i tr­êng kiÒm hay ho¹t tÝnh tèi ­u cña enzyme nµy lµ trong m«i tr­êng acid yÕu. Nh­ng khi m«i tr­êng ph¶n øng qu¸ acid hoÆc qu¸ kiÒm th× ho¹t tÝnh enzyme l¹i gi¶m m¹nh. Ch¼ng h¹n, khi pH 3,0 th× ho¹t tÝnh gi¶m 44%, cßn khi pH 8,0 ho¹t tÝnh gi¶m 50%.


§èi víi enzyme chitosanase tõ mÉu XK14: Cã kho¶ng pH ho¹t ®éng tèt nhÊt lµ 5,0-6,5. Nh­ vËy, kho¶ng pH nµy hÑp h¬n so víi chitosanase cña VK6. Khi pH < 5,0 hoÆc pH > 6,5 th× ho¹t tÝnh enzyme còng gi¶m nhanh. Ch¼ng h¹n, khi pH gi¶m xuèng 4,5 th× ho¹t tÝnh enzyme gi¶m 32%, cßn khi pH t¨ng lªn 8,0 th× ho¹t tÝnh enzyme gi¶m ®Õn 47%. Nh­ vËy, enzyme chitosanase cña mÉu XK14 còng chÞu ®­îc m«i tr­êng acid tèt h¬n m«i tr­êng kiÒm.


KÕt qu¶ nghiªn cøu trªn ®©y phï hîp víi ®Æc tÝnh cña ®a sè c¸c enzyme chitosanase ®· nghiªn cøu. Choi vµ cs. (2004) ®· chØ ra r»ng enzyme chitosanase tõ Bacillus sp. KCTC 0377BP bÒn ë kho¶ng pH 4,0 – 8,0. Nã hoµn toµn kh«ng ho¹t ®éng ë pH 2,0 vµ ho¹t ®éng tèt nhÊt trong kho¶ng pH 4,0–6,0, pHopt lµ 5,0. Enzyme chitosanase tõ Sphingomonas sp. CJ-5 (Zhu vµ cs., 2007) th× chØ bÒn ë kho¶ng pH hÑp tõ 5,5 – 7,5. ë pH < 5,0 vµ pH > 8,0 ho¹t tÝnh cña enzyme nµy gi¶m rÊt nhanh, pH tèi ­u cho sù ho¹t ®éng cña enzyme nµy lµ 6,5. Enzyme chitosanase tõ Bacillus cereus cã pHopt 5,8. Enzyme nµy bÞ biÕn tÝnh ë pH > 7,0. Ho¹t tÝnh cña nã hÇu nh­ bÞ mÊt hÕt khi ñ 10phót ë pH > 7,0 (Piza vµ cs., 1999). Enzyme chitosanase tõ Streptomyces griceus HUT 6037 cã pHopt 5,7 (Tanabe vµ cs., 2002). Enzyme chitosanase tõ Streptomyces N174 cã kho¶ng pH ho¹t ®éng 4,0 – 6,0, tèi ­u t¹i pHopt 5,5 (Fukamizo vµ Brzezinski, 1997).




H×nh 5. ¶nh h­ëng cña pH ph¶n øng ®Õn ho¹t tÝnh cña
enzyme chitosanase tõ mÉu VK6 vµ XK14




H×nh 6. ¶nh h­ëng cña nhiÖt ®é ph¶n øng ®Õn ho¹t tÝnh cña
enzyme chitosanase tõ mÉu VK6 vµ XK14


3.3.2. Kh¶ n¨ng chÞu nhiÖt vµ nhiÖt ®é tèi
          ­u cña enzyme chitosanase tõ 2 mÉu
          VK6 vµ XK14


Cïng víi ¶nh h­ëng cña pH m«i tr­êng ph¶n øng th× nhiÖt ®é còng lµ mét trong nh÷ng yÕu tè ¶nh h­ëng nhiÒu nhÊt ®Õn ho¹t tÝnh enzyme. ViÖc x¸c ®Þnh ®­îc nhiÖt ®é tèi ­u cho enzyme ho¹t ®éng ¶nh h­ëng rÊt nhiÒu ®Õn viÖc nghiªn cøu vµ s¶n xuÊt enzyme sau nµy. ChÝnh v× vËy, ®Ó nghiªn cøu sù phô thuéc cña ho¹t tÝnh enzyme vµo nhiÖt ®é, nghiªn cøu tiÕn hµnh kh¶o s¸t trong d¶i nhiÖt ®é 30-70oC trong m«i tr­êng ®Öm Mc Ilvaine pHopt 5,5 ®èi víi mÉu VK6 vµ pHopt 6,0 ®èi víi mÉu XK14 (H×nh 6).


Ho¹t tÝnh enzyme chitosanase cña mÉu VK6 t¨ng dÇn khi nhiÖt ®é t¨ng tõ 30oC ®Õn 50oC vµ ®¹t gi¸ trÞ lín nhÊt t¹i nhiÖt ®é 50oC lµ 134,1U/ml. Trong kho¶ng nhiÖt ®é 50-70oC, ho¹t tÝnh b¾t ®Çu gi¶m dÇn, ®Æc biÖt gi¶m nhanh khi nhiÖt ®é lín h¬n 60oC. Ch¼ng h¹n, ë nhiÖt ®é 70oC, ho¹t tÝnh enzyme gi¶m 51%. Nguyªn nh©n cña sù gi¶m ho¹t tÝnh nµy ®­îc gi¶i thÝch lµ do sù biÕn tÝnh cña ph©n tö protein enzyme khi ë nhiÖt ®é cao. Nh­ vËy, nhiÖt ®é tèi ­u cho ho¹t ®éng cña enzyme chitosanase tõ mÉu VK6 lµ 50oC. 


T­¬ng tù nh­ vËy, nhiÖt ®é tèi ­u cho sù ho¹t ®éng cña chitosanase tõ mÉu XK14 lµ 55oC. H¬n n÷a, ë nhiÖt ®é 70oC, ho¹t tÝnh cña enzyme nµy chØ gi¶m 42%, gi¶m Ýt h¬n so víi ho¹t tÝnh cña chitosanase tõ mÉu VK6 (ë nhiÖt ®é 70oC gi¶m 51%). Nh­ vËy, enzyme chitosanase cña mÉu XK14 chÞu nhiÖt tèt h¬n so víi chitosanase cña mÉu VK6.


3.3.3. Thêi gian ph¶n øng tèi ­u


Nghiªn cøu tiÕn hµnh kh¶o s¸t ¶nh h­ëng cña thêi gian ph¶n øng trong c¸c kho¶ng thêi gian tõ 10 phót ®Õn 60 phót, trong ®iÒu kiÖn pH vµ nhiÖt ®é tèi ­u ®· x¸c ®Þnh ë trªn. H×nh 7 cho thÊy, 2 lo¹i enzyme chitosanase nµy ®Òu cã chung mét d¹ng ®å thÞ. Ho¹t tÝnh enzyme cña c¶ 2 mÉu ®Òu t¨ng dÇn khi t¨ng thêi gian ph¶n øng tõ 10 phót ®Õn 30 phót. ë thêi gian ph¶n øng 30 phót, ho¹t tÝnh enzyme chitosanase cña mÉu VK6 ®¹t 132,0 U/ml, cña mÉu XK14 ®¹t 123,9 U/ml. Khi thêi gian ph¶n øng t¨ng lªn trªn

30 phót th× ho¹t tÝnh enzyme cña c¶ 2 mÉu ®Òu gÇn nh­ æn ®Þnh, cã t¨ng nh­ng t¨ng kh«ng ®¸ng kÓ. Cô thÓ lµ, ®èi víi mÉu VK6: ë thêi gian ph¶n øng 60 phót, ho¹t tÝnh enzyme chØ t¨ng thªm 3,1% mµ thêi gian ph¶n øng ph¶i cÇn thªm 30 phót. §èi víi chitosanase cña mÉu XK14 còng vËy, ho¹t tÝnh enzyme ®¹t gi¸ trÞ cao nhÊt lµ 126,6 U/ml nh­ng ph¶i sau thêi gian ph¶n øng lµ 50 phót, tøc lµ ho¹t tÝnh enzyme chØ t¨ng thªm 2,2% mµ cÇn thªm thêi gian ph¶n øng lµ 20 phót. Theo kÕt qu¶ ph©n tÝch thèng kª th× ho¹t tÝnh chitosanase cña c¶ 2 mÉu VK6 vµ XK14 ë c¸c nhiÖt ®é 30, 35, 40, 50, 60oC còng kh¸c nhau kh«ng cã ý nghÜa (P>0,05). Nh­ vËy, thêi gian ph¶n øng tèi ­u cho c¶ 2 lo¹i enzyme chitosanase nµy lµ 30 phót.


Nguyªn nh©n cña viÖc sau thêi gian ph¶n øng 30 phót, ho¹t tÝnh chitosanase cña c¶ 2 mÉu enzyme ®Òu hÇu nh­ æn ®Þnh vµ kh«ng t¨ng n÷a ®­îc gi¶i thÝch chñ yÕu lµ v× thêi gian 30 phót lµ ®ñ ®Ó cho enzyme chitosanase ho¹t ®éng thuû ph©n gÇn hÕt c¬ chÊt chitosan.




H×nh 7. ¶nh h­ëng cña thêi gian ph¶n øng ®Õn ho¹t tÝnh
cña enzyme chitosanase tõ mÉu VK6 vµ XK14


4. KÕT LUËN


Nghiªn cøu ®· tuyÓn chän ®­îc 6 mÉu cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp chitosanase lµ VK6, VK13, VK16, XK10, XK11 vµ XK14. §ång thêi ®· lùa chän ®­îc 1 mÉu vi khuÈn (VK6) vµ 1 mÉu x¹ khuÈn (XK14) cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme chitosanase ho¹t tÝnh cao cã gi¸ trÞ t­¬ng øng 129,4 U/ml vµ 114,4 U/ml.


Nghiªn cøu còng ®· x¸c ®Þnh ®­îc mét sè ®iÒu kiÖn thÝch hîp cho sù ho¹t ®éng cña 2 lo¹i enzyme chitosanase ®­îc sinh tæng hîp tõ 2 mÉu VK6 vµ XK14.


§èi víi chitosanase tõ VK6 cã pH tèi ­u 5,5; nhiÖt ®é ph¶n øng tèi ­u lµ 50oC; thêi gian tèi ­u lµ 30 phót. MÉu XK14, chitosanase cã pH tèi ­u 6,0; nhiÖt ®é tèi ­u 55oC; thêi gian tèi ­u lµ 30 phót.
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H×nh 3. Vßng ph©n gi¶i c¬ chÊt cña�chitosanase s¶n sinh tõ mÉu VK6 ®­îc thö�b»ng ph­¬ng ph¸p ®ôc lç th¹ch











H×nh 2. Vßng ph©n gi¶i c¬ chÊt cña chitosanase s¶n sinh tõ mÉu XK14











H×nh 1. Vßng ph©n gi¶i c¬ chÊt cña chitosanase s¶n sinh tõ mÉu VK6
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