
38

Khoa học Tự nhiên /Khoa học sự sống; Khoa học Kỹ thuật và Công nghệ /Công nghệ sinh học công nghiệp; Khoa học Nông nghiệp /Công nghệ sinh học trong nông nghiệp, thủy sản

67(5) 5.2025

Khảo sát hoạt tính enzyme tyrosinase ngoại bào của vi khuẩn Ralstonia solanacearum 
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Tóm tắt:
Enzyme tyrosinase ngoại bào của vi khuẩn Ralstonia solanacearum được tinh sạch một phần bằng kết tủa phân đoạn ammonium sulfate 
kết hợp với màng Amicon để cô đặc loại muối và các phân tử <10 kDa. Ở phân đoạn ammonium sulfate 80% bão hoà, enzyme tyrosinase 
của R. solanacearum biểu hiện hoạt tính mạnh nhất với hoạt tính monophenolase và diphenolase khi oxy hoá 2 cơ chất L-tyrosine và 
L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA). So với enzyme tyrosinase của nấm mỡ Agaricus bisporus, hoạt độ và tốc độ Vmax của enzyme 
này từ R. solanacearum đạt tương ứng 89,5 và 86,7%. Giá trị IC50 của axit kojic với tyrosinase của A. bisporus trong phản ứng với 
L-tyrosine và L-DOPA tương ứng là 0,0139 và 0,0128 mM và của R. solanacearum tương ứng là 0,0181 và 0,0191 mM. Zerumbone từ 
gừng gió và các phân đoạn flavonoid từ lá mít, hoa hoè và đại kế đều ức chế hoạt tính của cả 2 enzyme. Phân đoạn flavonoid từ lá mít cho 
hiệu quả ức chế enzyme cao hơn so với phân đoạn flavonoid từ hoa hoè và đại kế. So với axit kojic, phân đoạn flavonoid từ lá mít có hiệu 
quả ức chế bằng 81,76% ở ngưỡng nồng độ 0,1 mg/ml, (p<0,05). Kết quả nghiên cứu ban đầu cho thấy, enzyme tyrosinase ngoại bào của 
vi khuẩn R. solanacearum có thể ứng dụng để sàng lọc các hợp chất tự nhiên có khả năng ức chế enzyme tyrosinase.
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Abstract:
The crude extracellular tyrosinase enzyme of Ralstonia solanacearum is partially purified by fraction precipitation with 
ammonium sulfate and combined with Amicon membranes to concentrate and remove salts and molecules <10 kDa. At the 
fraction of 80% saturation, the tyrosinase enzyme of R. solanacearum exhibited the strongest activity with both oxidative activities 
of monophenolase and diphenolase in the reaction with 2 substrates L-tyrosine and L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA). 
Compared with the tyrosinase of the fungus Agaricus bisporus, the activity and Vmax of R. solanacearum reached 89.5 and 86.7%, 
respectively. The IC50 values of kojic acid with tyrosinase of A. bisporus in reaction with L-tyrosine and L-DOPA were 0.0139 and 
0.0128 mM respectively and of R. solanacearum were 0.0181 and 0.0191 mM respectively. Zerumbone from Zingiber zerumbet 
and flavonoid fractions from Artocarpus heterophyllus leaves, Styphnolobium japonicum, and Cirsium japonicum inhibited the 
activity of both enzymes. The flavonoid fraction from leaves of A. heterophyllus showed higher enzyme inhibition activity than 
that of S. japonicum and C. japonicum. Compared to kojic acid, the flavonoid fraction of leaves of A. heterophyllus showed an 
inhibitory effect of 81.76% at a concentration of 0.1 mg/ml (p<0.05). The initial results show that the extracellular tyrosinase of 
R. solanacearum can be applied to screen for natural compounds inhibiting tyrosinase enzymes.
Keywords: Agaricus bisporus, flavonoid, Ralstonia solanacearum, tyrosinase, tyrosinase inhibition, zerumbone.
Classification numbers: 1.6, 2.8, 4.6
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1. Đặt vấn đề

Melanin là sắc tố có mặt ở thực vật, nấm và động vật 
có vú, được tổng hợp thông qua con đường sinh tổng hợp 
melanin xúc tác bởi enzyme tyrosinase [1]. Ở người và động 
vật có vú, melanin quyết định sắc tố da, lông, tóc và mắt, 
đồng thời đóng vai trò quan trọng trong việc bảo vệ da khỏi 
những tác hại của tia phóng xạ, gốc tự do, các độc tố và 
hoá chất độc hại [1]. Tuy nhiên, khi melanin được tích luỹ 
quá nhiều hoặc rối loạn quá trình tổng hợp có thể gây ra 
những bệnh về da như nám da, tàn nhang, đồi mồi, làm ảnh 
hưởng đến thẩm mỹ và tâm lý, đặc biệt đối với phụ nữ [2]. 
Tyrosinase (E.C. 1.14.18.1) là một enzyme chứa đồng (Cu) 
xúc tác phản ứng oxy hoá các hợp chất phenol thành các 
quinone khi có mặt oxy nguyên tử [3]. Trong con đường sinh 
tổng hợp melanin, enzyme tyrosinase xúc tác 2 phản ứng đầu 
tiên: (i) hydroxyl hoá L-tyrosine bởi hoạt tính monophenolase 
và (ii) oxy hoá L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) 
thành o-dopaquinone bởi hoạt tính diphenolase. Sau đó, 
o-dopaquinone được chuyển hoá thành các dạng melanin 
khác nhau bởi các phản ứng không cần enzyme xúc tác [4].

Do enzyme tyrosinase xúc tác bước đầu tiên và quyết 
định tốc độ phản ứng chuyển hoá nên khi ức chế hoạt tính 
của enzyme này sẽ làm giảm tổng hợp sắc tố melanin [5-7]. 
Đến nay, nhiều nghiên cứu sàng lọc các hợp chất có hoạt tính 
ức chế enzyme tyrosinase để phát triển mỹ phẩm làm sáng 
da và điều trị các bệnh rối loạn tổng hợp sắc tố da đã được 
nghiên cứu [2, 8]. Chẳng hạn, hydroquinone là chất ức chế 
tyrosinase đã được sử dụng trong các sản phẩm làm trắng 
sáng da nhưng gây nhiều tác dụng phụ như kích ứng, gây 
viêm da, rối loạn sắc tố da nên đã dần bị hạn chế và cấm [9]. 
Nhằm phát triển các sản phẩm chăm sóc và làm sáng da an 
toàn và hiệu quả, nhiều phòng thí nghiệm trên thế giới sàng 
lọc các hoạt chất ức chế enzyme tyrosinase mới từ nấm, vi 
khuẩn và thực vật [8].

Để sàng lọc các hợp chất ức chế enzyme tyrosinase, 
cần phải có enzyme với hoạt tính xúc tác mạnh, ổn định, 
bền pH và nhiệt độ nhưng phải có đặc điểm tương tự như 
enzyme tyrosinase của người. Việc nuôi cấy tế bào hắc tố da 
và biểu mô sắc tố võng mạc của người hoặc động vật có vú 
để tách chiết thu enzyme tyrosinase rất phức tạp [10]. Đến 
nay, enzyme tyrosinase sử dụng phổ biến trong nghiên cứu 
được tách chiết từ loài nấm mỡ Agaricus bisporus do có mức 
tương đồng nhất định với enzyme tyrosinase từ động vật có 
vú và người [11]. Mặc dù enzyme tyrosinase từ nấm mỡ A. 
bisporus đã được thương mại hoá nhưng chỉ được dùng ở 
quy mô thí nghiệm do giá cao vì quá trình tinh sạch enzyme 
này khó khăn do kém bền nhiệt và pH, đồng thời hoạt tính 
giảm nhanh trong thời gian bảo quản [12, 13]. Ngoài ra, việc 
sử dụng enzyme tyrosinase từ nấm A. bisporus để sàng lọc 
các hợp chất ức chế tyrosinase còn hạn chế do một số vị trí 
chức năng (motif/domain) của enzyme này khác với enzyme 
tyrosinase của người [11]. Do hướng tiếp cận bằng công 
nghệ protein enzyme tái tổ hợp vẫn còn hạn chế [10], nên 

những nỗ lực nhằm tìm kiếm các nguồn enzyme tyrosinase 
mới trong tự nhiên vẫn được quan tâm làm cơ sở để sàng lọc 
các hợp chất mới. Đến nay, một số nghiên cứu thử nghiệm 
khai thác enzyme tyrosinase từ các nguồn khác nhau đã được 
thực hiện trên các đối tượng vi khuẩn [14-18].

Theo hướng tiếp cận trên, nghiên cứu này khảo sát 
hoạt tính của enzyme tyrosinase ngoại bào từ vi khuẩn 
R. solanacearum nhằm tìm kiếm thêm nguồn enzyme 
tyrosinase mới, đồng thời sử dụng một số hợp chất và phân 
đoạn flavonoid từ thực vật để thử nghiệm và đánh giá khả 
năng ức chế hoạt tính của enzyme này nhằm sàng lọc các 
hợp chất tự nhiên có khả năng ức chế enzyme tyrosinase ứng 
dụng trong lĩnh vực dược và mỹ phẩm.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu

L-tyrosine được mua từ Hãng Sigma Aldrich (Hoa Kỳ), 
3,4-dihydroxy-l-phenylalanine (L-DOPA), axit kojic được 
mua từ Hãng Acros Organics (Hoa Kỳ). Enzyme tyrosinase 
từ nấm mỡ Agaricus bisporus (T3824-25KU, Sigma-
Aldrich) có hàm lượng ≥1000 unit/mg protein. Enzyme 
được hoà tan trong dung dịch đệm phosphate 0,5 M, pH 
6,5 ở nồng độ 2500 unit/ml và chia thành các ống nhỏ, bảo 
quản ở -40°C. Trước khi sử dụng, enzyme tyrosinase từ nấm 
mỡ A. bisporus được pha loãng tiếp bằng đệm phosphate 
loãng đạt nồng độ 500 unit/ml. Trong mỗi phản ứng, enzyme 
tyrosinase từ nấm mỡ A. bisporus được sử dụng ở mức 50 
unit/phản ứng (tương đương 0,05 mg protein). Dung dịch 
L-tyrosine và L-DOPA được pha bằng nước khử ion nồng độ 
10 mM ngay trước khi thí nghiệm. Các hoá chất khác được 
sử dụng ở mức sạch phân tích.

Chủng vi khuẩn Ralstonia solanacearum gây bệnh héo 
xanh được phân lập và đánh giá lây nhiễm nhân tạo được 
cung cấp bởi Viện Nghiên cứu Rau quả để nghiên cứu khả 
năng tổng hợp enzyme tyrosinase ngoại bào.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

Nuôi cấy vi khuẩn và thu enzyme ngoại bào: Các chủng 
vi khuẩn được nuôi trong môi trường triphenyl tetrazolium 
chloride (TZC) cải tiến của A. Kelman (1954) [19] (g/l): 
casein thuỷ phân (10), peptone (10), glucose (10), agar (17) 
TZC (0,05), pH 7,0. Để kiểm tra chủng có khả năng sinh 
tyrosinase, L-tyrosine được bổ sung vào đĩa với hàm lượng 
L-tyrosine (0,4 g/l) và ủ ở 25°C [20]. Sau thời gian ủ, các 
khuẩn lạc chuyển thành màu nâu sẫm trên đĩa môi trường 
chứa L-tyrosine sẽ được lựa chọn là chủng có khả năng sinh 
tyrosinase mạnh để tiếp tục nuôi lỏng thu enzyme ngoại 
bào. Trong 1 lít môi trường chứa glucose 8 g, peptone 10 
g, tryptone 10 g, NaCl 0,5 g lắc ở 37°C ở tốc độ lắc 200 
vòng/phút. Sau 18 giờ ủ, dịch vi khuẩn được chuyển sang 
môi trường mới chứa (g/l) casein thuỷ phân (10), K2HPO4 
(0,5), MgSO4 (0,25) và L-tyrosine (0,5), CuSO4 (100 µM) ủ 
ở 37°C, lắc 200 vòng/phút [18].
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Dịch enzyme thô ngoại bào được thực hiện theo quy 
trình cải tiến dựa theo mô tả của E. Valipour và cs (2016) 
[18]. Khi mật độ tế bào đạt OD520 khoảng 1,2, dịch huyền 
phù vi khuẩn được ly tâm ở tốc độ 6.000 g trong 10 phút ở 
4°C. Sau khi loại bỏ cặn, dịch trong tiếp tục được ly tâm ở 
tốc độ 10.000 g trong 15 phút ở 4°C. Dịch enzyme thô sau 
khi ly tâm được bổ sung đệm phosphate nồng độ 1,0 M, pH 
6,5 theo tỷ lệ 19:1 (v/v) để tạo thành dung dịch có nồng độ 
0,05 M, pH 6,5 và giữ ở 4°C. Sau đó hút 10 ml dung dịch 
enzyme và tủa chọn lọc bằng ammonium sulfate ở các phân 
đoạn từ 10 đến 100% bão hoà ở 4°C với mỗi phân đoạn cách 
nhau 10%. Sau khi ly tâm ở tốc độ 13.000 g trong 15 phút 
ở 4°C, kết tủa của mỗi phân đoạn được hoà tan trong dung 
dịch đệm phosphate 0,05 M, pH 6,5 bổ sung 0,02% sodium 
azide và 10 µM CuSO4 [20]. Dịch enzyme được cô đặc, loại 
muối và các phân tử có khối lượng nhỏ bằng phương pháp 
ly tâm qua màng cut-off 10 kDa Amicon (Merk Millipore, 
Đức). Dịch enzyme được bảo quản ở -40°C cho các thí 
nghiệm, trong đó hàm lượng được sử dụng ở mức 0,05 mg/
phản ứng.

Xác định hàm lượng protein và hoạt độ enzyme ngoại 
bào: Hàm lượng protein của dịch enzyme tinh sạch sơ bộ 
được xác định bằng phương pháp Bradford sử dụng albumin 
huyết thanh bò (BSA) làm đồ thị chuẩn [20]. Hoạt độ của 
enzyme tyrosinase từ vi khuẩn R. solanacearum được xác 
định dựa theo mô tả của F. Wang và cs (2021) [17].

Hoạt động enzyme (unit/mg protein) được xác định dựa 
vào công thức: 

huyết thanh bò (BSA) làm đồ thị chuẩn [20]. Hoạt độ của enzyme tyrosinase từ vi khuẩn R. 

solanacearum được xác định dựa theo mô tả của F.Wang và cs (2021) [17]. 

 Hoạt động enzyme (unit/mg protein) được xác định dựa vào công thức:  

Units/mg =  Unit/ml enzyme
mg protein/ml enzyme   

 Tách chiết zerumbone và các phân đoạn flavonoid: Zerumbone từ củ gừng gió 

(Zingiber zerumbet) được chiết theo phương pháp cải tiến từ V.N. Huong và cs (2006) [21]. 

Củ gừng gió (kích cỡ từ 5-6 củ/kg) đã loại bỏ rễ nhỏ, nghiền nhỏ và chiết theo phương pháp 

lôi cuốn hơi nước bổ sung NaCl nồng độ 1 M. Tinh dầu sau khi được chiết gộp bằng n-hexan 

được đuổi bớt dung môi và cô đặc bằng thiết bị cô quay chân không (RV 10 Digital V, IKA, 

Đức). Phần tinh dầu được làm khan bằng muối Na2SO4 và zerumbone được kết tinh trong 

điều kiện lạnh (-20°C) qua đêm có dạng tinh thể màu trắng trong và được bảo quản ở -20°C. 

Zerumbone được hoà tan trong DMSO ở nồng độ 1 mg/ml cho các thí nghiệm. 

 Bột các nguyên liệu khô từ lá mít (Artocarpus heterophyllus), nụ hoa hoè 

(Styphnolobium japonicum) và đại kế (Cirsium japonicum) được chiết bằng n-hexan theo tỷ 

lệ mẫu/dung môi 1:5 (w/v), phần bột nguyên liệu sau đó được sấy khô. Cân 10 g bột nguyên 

liệu đem chiết bằng Soxhlet với ethanol 96% cho tới khi không phản ứng dương tính với 

FeCl3. Dịch chiết được dẫn đến thể tích xác định 200 ml. Phần bã được sấy khô đến khối 

lượng không đổi (m1). Hút 20 ml dịch chiết ethanol đuổi bay hơi bằng máy cô quay chân 

không (RV 10 Digital V, IKA, Đức) thu được cao chiết có khối lượng m2. Cao sau được hoà 

tan trong nước cất nóng, chỉnh pH 3-4 bằng HCl, sau đó chiết gộp 3 lần bằng ethylacetate. 

Pha ethylacetate được loại bỏ dung môi thu được flavonoid toàn phần (m3). Hàm lượng các 

hợp chất chiết rút kiệt (mg/g bột dược liệu) được xác định theo công thức: m=(10-m1)/10, 

trong đó 10 là khối lượng bột dược liệu. Hàm lượng cao chiết (mg) được tính = m2*(200/20). 

Hàm lượng flavonoid toàn phần (mg) được xác định = m3*(200/20), trong đó 20 là thể tích 

dịch chiết đem đi đuổi dung môi (ml), 200 là tổng thể tích dịch chiết thu được (ml). Flavonoid 

được hoà tan trong dung môi DMSO ở nồng độ 1 mg/ml và bảo quản ở 4C. 
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Tách chiết zerumbone và các phân đoạn flavonoid: 
Zerumbone từ củ gừng gió (Zingiber zerumbet) được chiết 
theo phương pháp cải tiến từ V.N. Huong và cs (2006) [21]. 
Củ gừng gió (kích cỡ từ 5-6 củ/kg) đã loại bỏ rễ nhỏ, nghiền 
nhỏ và chiết theo phương pháp lôi cuốn hơi nước bổ sung 
NaCl nồng độ 1 M. Tinh dầu sau khi được chiết gộp bằng 
n-hexan được đuổi bớt dung môi và cô đặc bằng thiết bị cô 
quay chân không (RV 10 Digital V, IKA, Đức). Phần tinh dầu 
được làm khan bằng muối Na2SO4 và zerumbone được kết 
tinh trong điều kiện lạnh (-20°C) qua đêm có dạng tinh thể 
màu trắng trong và được bảo quản ở -20°C. Zerumbone được 
hoà tan trong DMSO ở nồng độ 1 mg/ml cho các thí nghiệm.

Bột các nguyên liệu khô từ lá mít (Artocarpus 
heterophyllus), nụ hoa hoè (Styphnolobium japonicum) và 
đại kế (Cirsium japonicum) được chiết bằng n-hexan theo 
tỷ lệ mẫu/dung môi 1:5 (w/v), phần bột nguyên liệu sau đó 
được sấy khô. Cân 10 g bột nguyên liệu đem chiết bằng 
Soxhlet với ethanol 96% cho tới khi không phản ứng dương 
tính với FeCl3. Dịch chiết được dẫn đến thể tích xác định 
200 ml. Phần bã được sấy khô đến khối lượng không đổi 
(m1). Hút 20 ml dịch chiết ethanol đuổi bay hơi bằng máy cô 
quay chân không (RV 10 Digital V, IKA, Đức) thu được cao 

chiết có khối lượng m2. Cao sau được hoà tan trong nước 
cất nóng, chỉnh pH 3-4 bằng HCl, sau đó chiết gộp 3 lần 
bằng ethylacetate. Pha ethylacetate được loại bỏ dung môi 
thu được flavonoid toàn phần (m3). Hàm lượng các hợp chất 
chiết rút kiệt (mg/g bột dược liệu) được xác định theo công 
thức: m=(10-m1)/10, trong đó 10 là khối lượng bột dược 
liệu. Hàm lượng cao chiết (mg) được tính = m2*(200/20). 
Hàm lượng flavonoid toàn phần (mg) được xác định = 
m3*(200/20), trong đó, 20 là thể tích dịch chiết đem đi đuổi 
dung môi (ml), 200 là tổng thể tích dịch chiết thu được (ml). 
Flavonoid được hoà tan trong dung môi DMSO ở nồng độ 1 
mg/ml và bảo quản ở 4°C.

Nghiên cứu động học phản ứng enzyme: Phản ứng 
enzyme khi không có mặt chất ức chế.

Phản ứng enzyme với 2 cơ chất L-tyrosine và L-DOPA 
tương ứng với 2 hoạt tính monophenolase và diphenolase 
được trình bày ở hình 1. Phản ứng monophenolase với 
cơ chất L-tyrosine và diphenolase với cơ chất L-DOPA 
được thực hiện theo phương pháp mô tả bởi L. Qin và cs 
(2014) [22]. Chuẩn bị hỗn hợp gồm: 9 ml nước khử ion; 
10 ml dung dịch đệm phosphate pH 6,5 và 10 ml dung dịch 
L-tyrosine hoặc 10 ml dung dịch L-DOPA. Hỗn hợp được 
sục bão hoà bằng khí O2 y tế (độ sạch 99,9%) trong khoảng 
3-5 phút. Đối với mẫu thí nghiệm, hút 2,9 ml hỗn hợp cho 
vào cuvet, sau đó bổ sung 0,1 ml dung dịch enzyme trộn 
đều nhẹ nhàng bằng cách đảo ngược cuvet. Với mẫu đối 
chứng (blank), enzyme sẽ được thay thế bằng 0,1 ml dung 
dịch đệm phosphate. Hai enzyme tyrosinase của vi khuẩn 
R. solanacearum và nấm mỡ A. bisporus sử dụng trong thí 
nghiệm được sử dụng với cùng hàm lượng protein, tương 
đương 0,05 mg/phản ứng. Ngay sau khi trộn, mẫu được 
đo bằng máy đo quang phổ UV-VIS (Shimazu, Nhật Bản) 
trong dải từ 240 đến 650 nm ở tốc độ 10 nm/giây liên tục 
trong 12 phút với khoảng cách mỗi lần đo cách nhau 1 phút.
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Phản ứng chuyển hoá từ L-tyrosine thành L-DOPA quinone được thực 
hiện thông qua 2 bước, trong đó hai phản ứng monophenolase (1) và 
diphenolase (2) được xúc tác bởi enzyme tyrosinase khi có mặt oxy 
(O2). Các phản ứng chuyển hoá tiếp theo (3) chuyển hoá thành L-DOPA 
chrome không cần enzyme xúc tác.
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Phản ứng enzyme khi có mặt chất ức chế: Để đánh giá 
khả năng ức chế enzyme của các hợp chất, hỗn hợp phản 
ứng được chuẩn bị như đã mô tả ở trên, hút 0,1 ml hỗn 
hợp các thành phần (9 ml nước khử ion, 10 ml dung dịch 
đệm phosphate pH 6,5 và 10 ml dung dịch L-tyrosine hoặc 
10 ml dung dịch L-DOPA), sau đó bổ sung các dung dịch 
zerumbone từ gừng gió, phân đoạn flavonoid tổng số từ dịch 
chiết lá mít, hoa hoè và kế sữa để đạt các mức nồng độ 
cuối cùng 0; 0,01; 0,015; 0,02; 0,025, 0,05 và 0,1 mg/ml. 
Để giữ thời gian phản ứng như nhau ở các mẫu, dung dịch 
enzyme tyrosinase (0,1 ml) từ nấm mỡ A. bisporus hoặc từ 
vi khuẩn R. solanacearum được bổ sung vào sau cùng bằng 
pipette đa kênh. Phản ứng được trộn trên đĩa microtiter (96-
Well Microtiter™ Microplates/Thermo Scientific™) và đọc 
độ hấp thụ của DOPAquione và DOPAchrome ở bước sóng 
320 và 475 nm bằng máy đo ELISA tại thời điểm enzyme 
bão hoà cơ chất [23-25]. Axit kojic ở các nồng độ như trên 
được sử dụng để xác định giá trị IC50 và so sánh khả năng ức 
chế của các hợp chất. Đối chứng âm không sử dụng chất ức 
chế và thay bằng đệm phosphate 0,01 M, pH 6,5. Hiệu quả 
ức chế tyrosinase (IE) được xác định theo công thức:

IE (%)=[(A475i-A475)/(A0-A475)]x100

trong đó: A0 là độ hấp thụ ánh sáng khi không có mặt 
enzyme tyrosinase (đối chứng âm), A475i là độ hấp thụ ánh 
sáng khi có chất ức chế, A475 là độ hấp thụ ánh sáng khi 
không bổ sung chất ức chế. Giá trị IC50 của chất ức chế được 
xác định tại nồng độ mà 50% hoạt độ của enzyme bị ức chế 
và được quy đổi thông qua lượng sản phẩm tạo thành bằng 
½ so với đối chứng (không có mặt chất ức chế) trong cùng 
điều kiện thí nghiệm. Mức độ ức chế của các chất được so 
sánh với khả năng ức chế của axit kojic trong cùng điều kiện 
thí nghiệm [26].

2.3. Phân tích số liệu

Các thí nghiệm được lặp lại ít nhất 3 lần, sự sai khác 
giữa các nhóm được so sánh bằng phân tích phương sai một 
chiều (ANOVA). Tất cả dữ liệu được trình bày bằng giá trị 
trung bình và độ lệch chuẩn (SD). Sự khác biệt có ý nghĩa 
thống kê khi giá trị p nhỏ hơn 0,05.

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Nuôi cấy vi khuẩn và thu enzyme ngoại bào

Các chủng vi khuẩn R. solanacearum được nuôi trong 
môi trường TZC (hình 2A), chủng biểu hiện độc tính mạnh 
bằng lây nhiễm nhân tạo vào vùng rễ của cà chua (hình 2B) 
sẽ được lựa chọn để nuôi cấy trên môi trường TZC bổ sung 
L-tyrosine (0,4 g/l) và ủ ở 25°C. Kết quả cho thấy, sau 2 
ngày ủ, các chủng có khả năng tổng hợp enzyme tyrosinase 
ngoại bào sẽ chuyển thành màu nâu sẫm (hình 2C). Chủng 

biểu hiện hoạt tính mạnh sẽ được lựa chọn để chuyển sang 
nuôi lỏng để thu enzyme ngoại bào. Sau thời gian từ 18 
giờ trong môi trường cảm ứng bởi L-tyrosine và CuSO4, vi 
khuẩn R. solanacearum sinh enzyme tyrosinase ngoại bào, 
dịch huyền phù vi khuẩn chuyển sang màu nâu và tăng dần 
theo thời gian sau 24 giờ cho màu nâu sậm (hình 2D). 

Hình 2. Vi khuẩn Ralstonia solanacearum gây bệnh héo xanh cà 
chua và hoạt tính tyrosinase ngoại bào. (A) Vi khuẩn R. solanacearum 
phân lập trên đĩa Petri và (B) lây nhiễm nhân tạo trên cà chua, (C) biểu 
hiện hoá nâu trên đĩa thạch trong môi trường chứa 0,4 g/l L-tyrosine và 
100 µM CuSO4, (D) môi trường nuôi cấy R. solanacearum sau 48 giờ.

3.2. Phản ứng monophenolase của enzyme tyrosinase 
với cơ chất L-tyrosine

Enzyme tyrosinase ngoại bào của vi khuẩn R. 
solanacearum được kết tủa ammonium sulfate ở các phân 
đoạn từ 20 đến 80% ammonium sulfate bão hoà đều biểu hiện 
hoạt tính tyrosinase, trong đó phân đoạn 80% cho hoạt tính 
enzyme cao nhất (số liệu không trình bày). Kết quả nghiên 
cứu tương tự của B. Arikan và cs (2016) [18] đối với vi 
khuẩn Bacillus megaterium chủng M36 có hoạt tính cao nhất 
ở phân đoạn ammonium sulfate 85% và enzyme tyrosinase 
có khối lượng phân tử 34 kDa [18]. Trong nghiên cứu này, 
enzyme từ nấm mỡ nấm A. bisporus (Sigma-Aldrich) được 
sử dụng làm đối chứng với cùng hàm lượng protein (0,05 mg 
cho mỗi phản ứng). Kết quả cho thấy, enzyme từ vi khuẩn 
R. solanacearum có hoạt tính monophenolase tương tự như 
enzyme từ nấm A. bisporus (hình 3A, 3B). Lượng sản phẩm 
tạo thành DOPAquinone (đỉnh 320 nm) và DOPAchrome 
(đỉnh 475 nm) có sự khác biệt giữa 2 enzyme. Lượng 
DOPAquinone và DOPAchrome cao hơn 1,25 (25%) và 1,14 
lần (14%) tương ứng so với enzyme từ nấm mỡ A. bisporus 
và vi khuẩn R. solanacearum (hình 3A, 3B).

Theo phương trình Michaelis-Menten [27], nồng độ 
cơ chất (L-tyrosine và L-DOPA) được sử dụng ở mức lớn 
hơn nhiều so với Km do đó tốc độ phản ứng V = Vmax khi 
enzyme ở trạng thái bão hoà cơ chất, tốc độ phản ứng chỉ 

Độ hấp thụ ánh sáng

Bước sóng (nm)
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phụ thuộc vào nồng độ enzyme. 
Việc khảo sát ban đầu với mục tiêu 
cố định ngưỡng nồng độ enzyme 
để xác định thời điểm (t) phản ứng 
đạt tốc độ tối đa. Trong điều kiện 
thí nghiệm, thời gian phản ứng 
đạt Vmax trong khoảng phút thứ 4 
đến phút thứ 8 sau đó phản ứng ở 
trạng thái cân bằng đối với cả 2 sản 
phẩm tạo thành là DOPAquinone 
và DOPAchrome (hình 4A, 4B). 
Không có sự khác biệt về tỷ lệ 
chuyển hoá giữa DOPAquinone 
và DOPAchrome đối với enzyme 
từ nấm mỡ A. bisporus và từ vi 
khuẩn R. solanacearum. Điều 
này cũng gợi ý tốc độ chuyển hoá 
DOPAchrome phụ thuộc vào lượng 
DOPAquinone tạo thành từ phản 
ứng chuyển hoá xúc tác bởi enzyme 
tyrosinase. Chính vì vậy, sản phẩm 
DOPAchrome (A475) đã được định 
lượng trong các nghiên cứu về 
tyrosinase [18, 23-26]. 

Trên cơ sở khảo sát, phản ứng 
động học được thực hiện với các 
nồng độ cơ chất L-tyrosine từ 
0,05 đến 1,5 mM trong khi lượng 
enzyme của nấm mỡ A. bisporus 
(đối chứng) được giữ cố định 50 
unit/phản ứng (theo thông tin từ nhà 
cung cấp Sigma Aldrich), sản phẩm 
của phản ứng gồm DOPAquinone 
(320 nm), DOPAchrome (475 nm) 
được đo ở phút thứ 8 (tại thời điểm 
Vmax). Kết quả cho thấy, giá trị Km 
đối với enzyme tyrosinase từ nấm 
mỡ A. bisporus và từ vi khuẩn R. 
solanacearum đều đạt ở mức 0,24 
mM (hình 5A, 5B). Mặc dù giá trị 
Km tương tự nhau nhưng lượng sản 
phẩm (DOPAquinone) của phản 
ứng xúc tác bởi enzyme tyrosinase 
của nấm mỡ A. bisporus cao hơn 
vi khuẩn R. solanacearum 10,5% 
đối với cơ chất L-tyrosine. Như 
vậy, hoạt động của enzyme R. 
solanacearum trong phản ứng ở 
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Hình 3. Chuyển hoá cơ chất L-tyrosine bởi enzyme tyrosinase. (A) Enzyme tyrosinase từ nấm 
A. bisporus và (B) vi khuẩn R. solanacearum.
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Hình 4. Tốc độ chuyển hoá DOPAquinone và DOPAchrome từ cơ chất L-tyrosine. (A) Phản ứng 
chuyển hoá L-tyrosine bởi 2 enzyme tyrosinase từ nấm A. bisporus và (B) vi khuẩn R. solanacearum 
tạo sản phẩm DOPAquinone (320 nm) và DOPAchrome (475 nm).
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Hình 5. Động học phản ứng chuyển hoá cơ chất L-tyrosine xúc tác bởi enzyme tyrosinase 
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Hình 5. Động học phản ứng chuyển hoá cơ chất L-tyrosine xúc tác bởi enzyme tyrosinase. 
(A) Phản ứng tạo 2 sản phẩm DOPAquinone (320 nm) và DOPAchrome (475 nm) xúc tác bởi nấm A. 
bisporus và (B) vi khuẩn R. solanacearum. Phương trình hồi quy tuyến tính xây dựng dựa vào tổng 
lượng sản phẩm tạo thành ở phút thứ 8.
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điều kiện thí nghiệm chỉ tương 
đương với 89,5% so với enzyme 
của nấm mỡ. Giá trị Vmax của 
phản ứng xúc tác bởi enzyme của 
vi khuẩn R. solanacearum cũng 
chỉ đạt tương ứng 86,7% (hình 
5A). Dựa vào lượng sản phẩm 
tạo thành tương ứng với hàm 
lượng protein cho mỗi phản ứng, 
hoạt động của enzyme của vi 
khuẩn R. solanacearum đạt 44,7 
unit/0,05 mg protein.

3.3. Phản ứng diphenolase 
của enzyme tyrosinase với cơ 
chất L-DOPA

Enzyme từ vi khuẩn R. 
solanacearum có khả năng xúc 
tác phản ứng diphenolase tương 
tự như enzyme từ nấm A. bisporus 
(hình 6). Mặc dù với cùng lượng 
enzyme, tốc độ chuyển hoá 
L-DOPA thành hợp chất màu 
DOPAchrome bởi enzyme từ 
vi khuẩn R. solanacearum đạt 
86,7% so với enzyme từ nấm mỡ 
A. bisporus (hình 6).

Trong điều kiện bão hoà 
cơ chất, phản ứng chuyển hoá 
L-DOPA bởi enzyme tyrosinase 
từ nấm mỡ A. bisporus đạt tốc độ 
tối đa trong khoảng từ và vi khuẩn 
thời gian cho phản ứng đạt tốc độ 
tối đa trong khoảng từ phút thứ 4 
đến phút thứ 8 (hình 7).

Tương tự như đối với cơ chất 
L-tyrosine, phản ứng động học 
được thực khảo sát với các nồng 
độ cơ chất L-DOPA cuối cùng từ 
0,05 đến 1,5 mM trong khi nồng 
độ enzyme được giữ cố định 50 
unit/phản ứng và phản ứng được 
đo tại phút thứ 8 (tốc độ phản ứng 
tối đa Vmax). Kết quả cho thấy, giá 
trị Km đối với enzyme tyrosinase 
từ nấm mỡ A. bisporus và từ vi 
khuẩn R. solanacearum là 0,195 
và 0,215 mM (hình 8A, 8B).
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Hình 6. Chuyển hoá cơ chất L-DOPA bởi enzyme tyrosinase 
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Hình 6. Chuyển hoá cơ chất L-DOPA bởi enzyme tyrosinase. (A) Enzyme tyrosinase nấm A. 
bisporus và (B) vi khuẩn R. solanacearum.
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Hình 7. Tốc độ phản ứng chuyển hoá cơ chất L-DOPA xúc tác bởi 2 enzyme tyrosinase từ nấm 
A. bisporus (A) và vi khuẩn R. solanacearum (B). Phản ứng tạo 2 sản phẩm DOPAquinone (320 nm) 
và DOPAchrome (475 nm), (Tổng) là phương trình hồi quy tuyến tính xây dựng dựa vào tổng lượng sản 
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Hình 8. Động học phản ứng chuyển hoá cơ chất L-DOPA xúc tác bởi 2 enzyme tyrosinase. 
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Hình 8. Động học phản ứng chuyển hoá cơ chất L-DOPA xúc tác bởi 2 enzyme tyrosinase. 
 
 
 
 

R² = 0,9835

R² = 0,9696

R² = 0,9892

0
0,05

0,1
0,15

0,2
0,25

0,3
0,35

0,4
0,45

0,5

0 0,25 0,5 0,75 1 1,25 1,5

Lư
ợn

g 
sả

n 
ph
ẩm

 tạ
o 

th
àn

h 

Nồng độ cơ chất (mM) 

DOPAquinone
DOPAchrome
Tổng

Vmax
1/2Vmax

Km

1/2Vmax

R² = 0,9838

R² = 0,9776

R² = 0,9883

0
0,05

0,1
0,15

0,2
0,25

0,3
0,35

0,4
0,45

0,5

0 0,25 0,5 0,75 1 1,25 1,5

Lư
ợn

g 
sả

n 
ph
ẩm

 tạ
o 

th
àn

h 

Nồng độ cơ chất (mM) 

DOPAquinone
DOPAchrome
Tổng

Vmax

1/2Vmax
Km

1/2Vmax

Hình 8. Động học phản ứng chuyển hoá cơ chất L-DOPA xúc tác bởi 2 enzyme tyrosinase. Phản 
ứng tạo 2 sản phẩm DOPAquinone (320 nm) và DOPAchrome (475 nm) xúc tác bởi (A) nấm A. bisporus 
và (B) vi khuẩn R. solanacearum. Phương trình hồi quy tuyến tính xây dựng dựa vào tổng lượng sản 
phẩm tạo thành ở phút thứ 8.
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Do phản ứng tạo 2 
sản phẩm DOPAquinone 
và DOPAchrome với 
các đỉnh hấp thụ cực đại 
tương ứng ở bước sóng 
320 và 475 nm, trong 
đó DOPAquinone là 
sản phẩm được chuyển 
hoá bởi enzyme còn 
DOPAchrome không cần 
enzyme xúc tác. Do đó, 
giá trị Km đã được khảo 
sát dựa vào lượng DOPA 
quinone và DOPAchrome 
riêng rẽ. Tuy nhiên, kết quả 
cho thấy không có sự khác 
biệt có ý nghĩa về giá trị 
Km khi lựa dựa vào lượng 
sản phẩm DOPAchrome 
hay DOPAquinone hoặc 
tổng sản phẩm tạo thành (hình 8A, 8B). Điều này cũng phù 
hợp với hầu hết các kết quả nghiên cứu đã công bố sử dụng 
giá trị A475 là đỉnh hấp thụ của DOPAchrome cho các nghiên 
cứu động học [23-26]. Chính vì vậy, trong nghiên cứu này, 
chúng tôi đã sử dụng đồng thời cả DOPAquinone (A320) và 
DOPAchrome (A475) để phân tích lượng sản phẩm.

3.4. Hoạt tính ức chế tyrosinase của các hợp chất và 
phân đoạn flavonoid

Để xác định khả năng ức chế hoạt tính monophenolase 
và diphenolase của các hợp chất và phân đoạn flavonoid 
từ một số loại thực vật, axit kojic được sử dụng làm đối 
chứng dương khi nghiên cứu động học phản ứng. Kết quả 
đối với cơ chất L-tyrosine, mức độ ức chế phụ thuộc vào 
nồng độ axit kojic, ở nồng độ 0,1 mg/ml, mức độ ức chế 
đạt ngưỡng bão hoà ở mức 86,60 và 81,64% tương ứng với 
enzyme của nấm A. bisporus và vi khuẩn R. solanacearum 
(hình 9A, 9B). Đối với cơ chất L-DOPA, mức độ ức chế 
hoạt tính diphenolase bởi axit kojic cũng biểu hiện tương 
tự đối với cả 2 enzyme của nấm A. bisporus và vi khuẩn R. 
solanacearum (số liệu không trình bày).

Hoạt tính ức chế enzyme tyrosinase của zerumbone 
chiết xuất từ củ gừng gió và phân đoạn flavonoid của lá mít, 
nụ hoa hoè và đại kế được thử nghiệm với dải nồng độ từ 
0,01 đến 0,1 mg/ml. Kết quả cho thấy, hoạt tính ức chế với 
cơ chất L-tyrosine tương ứng ở cả 2 enzyme đều phụ thuộc 
vào nồng độ (hình 10A, 10B). Giá trị IC50 của zerumbone 
chiết xuất từ gừng gió đạt 0,0203 đến 0,293 mM. So với hoa 
hoè và đại kế, phân đoạn flavonoid từ lá mít cho hiệu quả 
ức chế gần tương tự với axit kojic (p>0,05) ở ngưỡng nồng 
độ từ 0,05 đến 0,1 mg/ml (hình 10A, 10B). Giá trị IC50 của 
các hợp chất và phân đoạn flavonoid đối với 2 enzyme được 
tổng hợp ở bảng 1.

Bảng 1. Giá trị IC50 của một số dịch chiết ức chế hoạt tính 
monophenolase và diphenolase của enzyme tyrosinase từ ấm mỡ 
A. bisporus và vi khuẩn R. solanacearum.

Các hợp chất

IC50 của một số dịch chiết (mg/ml)

L-tyrosine (monophenolase) L-DOPA (diphenolase)

Nấm mỡ A. 
bisporus

Vi khuẩn R. 
solancearum

Nấm mỡ A. 
bisporus

Vi khuẩn R. 
solancearum

Axit kojic	 0,0139±0,0025a 0,0181±0,0021c 0,0128±0,0021a 0,0191±0,0021b

Zerumbone 0,0203±0,0031b 0,0272±0,0027d 0,0186±0,0021c 0,0293±0,0021d

Flavonoid lá mít 0,0170±0,0012c 0,0221±0,0019b 0,0170±0,0019c 0,0223±0,0021b

Flavonoid đại kế 0,0220±0,0024b 0,0443±0,0052e 0,0220±0,0025b 0,0441±0,0021e

Flavonoid hoa hoè 0,0193±0,0017b 0,0262±0,0034d 0,0196±0,0021b 0,0268±0,0021d

Các chữ khác nhau (a-e) thể hiện sự khác nhau có ý nghĩa thống kê 
giữa các nhóm (p<0,05). 

Trong nghiên cứu này, hoạt tính ức chế IC50 của 
zerumbone và các phân đoạn flavonoid thấp hơn so với axit 
kojic (bảng 1). Trong phản ứng monophenolase xúc tác bởi 
enzyme tyrosinase của A. bisporus và của R. solanacearum, 
IC50 của zerumbone cao hơn so với IC50 của axit kojic tương 
ứng 1,22 và 1,5 lần, ở hoa hoè là 1,39 và 1,22 lần. Phân 
đoạn flavonoid của đại kế cho hoạt tính ức chế thấp nhất, 
với IC50 so với IC50 của axit kojic tương ứng 1,58 và 2,44 
lần (bảng 1). Tương tự, với phản ứng diphenolase với cơ 
chất L-DOPA, IC50 của phân đoạn flavonoid đại kế lớn hơn 
với axit kojic tương ứng 1,72 và 2,31 lần. Đối với cả 2 hoạt 
tính monophenolase và diphenolase, phân đoạn flavonoid 
của lá mít biểu hiện hoạt tính ức chế mạnh chỉ thấp hơn 
so với axit kojic (bảng 1). Nhiều flavonoid là dẫn xuất của 
hợp chất polyphenol chứa vòng pyrane và phenol có mặt 
ở nhiều bộ phận của thực vật có khả năng ức chế hoạt tính 
monophenolase và diphenolase của enzyme tyrosinase [28]. 
Hầu hết các hợp chất này đều ức chế enzyme tyrosinase theo 
phương thức ức chế cạnh tranh bằng cách gắn với trung tâm 
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Hình 9. Ảnh hưởng của nồng độ axit kojic đến khả năng ức chế enzyme tyrosinase. Phản ứng với (A) 
enzyme tyrosinase từ nấm mỡ A. bisporus và (B) enzyme tyrosinase từ vi khuẩn R. solanacearum được đo dải 
quang phổ tại phút thứ 8, giá trị IC50 được xác định theo sản phẩm của phản ứng DOPAquinone (đỉnh hấp thụ 
tại 320 nm). ĐC(-) là mẫu đối chứng không có mặt enzyme tyrosinase.
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hoạt động của enzyme [28]. Cho đến nay, nhiều nghiên cứu 
sàng lọc các hợp chất có hoạt tính ức chế enzyme tyrosinase 
đã được tiến hành trên thế giới và ở Việt Nam. Chẳng hạn, 
aloesin là một hydroxychromone glucoside được tinh chế 
từ cây lô hội (Aloe vera) có khả năng làm sáng da do ức 
chế hoạt tính tyrosinase dẫn đến hạn chế quá trình tổng 
hợp melanin theo phương thức phụ thuộc vào nồng độ 
[29]. Dịch chiết lá của cây nho Vitis vinifera trong nước 
có IC50 đạt 3,84 mg/ml [30] và dịch chiết lá trong ethanol 
IC50 đạt 0,197 mg/ml [31]. Các nghiên cứu ở cây cam thảo 
(Glycyrrhiza uralensis), dâu tằm (Morus alba), mít đều cho 
thấy các hợp chất thuộc nhóm flavonoid có khả năng ức 
chế enzyme tyrosinase [32-34] và nhiều hợp chất từ các đối 
tượng thực vật khác có khả năng ức chế enzyme tyrosinase 
thậm chí mạnh hơn so với axit kojic [31]. 

Đến nay, trong hầu hết các nghiên cứu này, enzyme 
tyrosinase được sử dụng đều từ nấm mỡ A. bisporus. Các 
nghiên cứu tìm kiếm nguồn enzyme tyrosinase mới từ vi 
khuẩn và các nguồn khác còn hạn chế, một số nghiên cứu 
thực hiện ở vi khuẩn [14-18]. Một số vi khuẩn đất biểu hiện 
hoạt tính enzyme tyrosinase ngoại bào khi cảm ứng bằng 
tyrosine và CuSO4 [35]. Ở vi khuẩn Bacillus sp., các nghiên 
cứu enzyme tyrosinase gần đây được thực hiện ở một số 
loài, chẳng hạn B. megaterium sp. chủng M36 biểu hiện 
hoạt tính monophenolase và diphenolase [18]. Vi khuẩn B. 
aryabhattai TCCC 111983 cũng được phân lập và nghiên 
cứu đặc điểm cho thấy enzyme này hoạt động trong phạm 
vi pH rộng (từ 3 đến 10) và bền nhiệt [17]. Về mặt ứng 
dụng, thông thường dịch chiết thô enzyme ngoại bào thường 
đơn giản và hiệu quả hơn so với enzyme tinh sạch, vì vậy, 
nghiên cứu phương pháp thu enzyme tyrosinase thô từ nấm 
mỡ A. bisporus cho thấy enzyme thô có độ bền nhiệt và giữ 
hoạt tính tới 95% sau 9 tháng bảo quản ở -20°C [13]. Chính 
vì vậy, nghiên cứu ban đầu này khảo sát hoạt tính enzyme 
ngoại bào của vi khuẩn R. solanacearum nhằm tìm kiếm 
thêm một nguồn enzyme mới.

4. Kết luận

Enzyme tyrosinase 
ngoại bào từ vi khuẩn 
R. solanacearum có 
hoạt tính oxy hoá 
monophenolase và 
diphenolase. Việc tinh 
sạch để nghiên cứu 
sâu về các đặc điểm 
của enzyme này là cần 
thiết, nhằm bổ sung 
thêm nguồn enzyme 
mới để sàng lọc các 
hợp chất tự nhiên 
có khả năng ức chế 
enzyme tyrosinase. 
Trên cơ sở đó có thể 

ứng dụng trong lĩnh vực dược và mỹ phẩm để kiểm soát quá 
trình tổng hợp melanin an toàn và hiệu quả.
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Hình 10. Xác định khả năng ức chế enzyme tyrosinase của một số dịch chiết thực vật. (A) Ảnh hưởng của 
nồng độ của các dịch chiết đến khả năng ức chế hoạt tính monophenolase của enzyme tyrosinase từ nấm A. 
bisporus và (B) vi khuẩn R. solanacearum.
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