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Tãm t¾t néi dung ®Ò tµi 

1. Môc ®Ých ®Ò tµi 

Môc ®Ých cña ®Ò tµi lµ tuyÓn chän nguån colagenaza an toµn tõ vi sinh vËt , 

thu nhËn vµ t×m hiÓu c¸c ®Æc tÝnh cña enzym; T×m hiÓu kh¶ n¨ng sö dông 

enzym nµy trong thùc tÕ s¶n xuÊt. 

2. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu  

Ph−¬ng ph¸p vi sinh vËt: 

- Ph−¬ng ph¸p vßng thuû  ph©n ph©n lËp vµ tuyÓn chän chñng vi khuÈn cã 

kh¶ n¨ng ph©n gi¶i colagen 

- C¸c kü thuËt nu«i vµ ®¸nh gi¸ canh tr−êng vi khuÈn 

Ph−¬ng ph¸p ho¸ sinh: 

-  X¸c ®Þnh hµm l−îng protein b»ng ph−¬ng ph¸p Lowry; 

- X¸c ®Þnh ho¹t ®é enzym 

- X¸c ®Þnh hµm l−îng nhãm -NH2 tù do b»ng ph−¬ng ph¸p Ninhydrin cña 

Rosen 

- §iÖn di trªn gel polyacrylamit theo ph−¬ng  ph¸p cña Laemmli; S¾c ký läc 

gel trªn sephadex -G75 theo ph−¬ng   ph¸p cña Andrew 

- C¸c kü thuËt tinh chÕ enxzym b»ng c¸ch sö dông phèi hîp c¸c biÖn ph¸p 

siªu läc s¾c ký trao dæi ion vµ s¾c ký läc gel. KIÓm tra s¶n phaame trªn SDS-

PAGE kiÓm tra kh¶ n¨ng g©y dÞ øng cña s¶n phÈm ph©n gi¶i (panr øng 

EaLISA) 

Ph−¬ng ph¸p kh¸c: 

C¸c ph−¬ng   ph¸p c«ng nghÖ s¶n xuÊt bittet, xóc xÝch thÞt bß cÊp thÊp, s¶n 

xÊt n−íc m¾m. 

3. KÕt qu¶ ®¹t ®−îc  

1. §· ph©n  lËp vµ lùa chän ®−îc chñng vi khuÈn kh«ng sinh ®éc tè Bacilus 

susbtilis FS2 ®−îc ph©n lËp tõ ch−îp c¸ vµ chñng ho¹t ®éng nhÊt trong bé 

s−u tËp. 



2. Hoµn thiÖn 1 quy tr×nh thu nhËn chÕ phÈm enzym víi m«i tr−êng nh©n 

gièng, m«i tr−êng tæng hîp enzym, thêi gian tèi thÝch thu nhËn enzym víi c¬ 

chÊt lµ genlatin-polypepton-gkucose (0,3%-0,75%-1%), NaCl 1%, 35-37 oC, 

pH7,4 enzym thu nhËn oqr gi÷a pha c©n b»ng (28h). 

3. §Ò xuÊt 01 quy tr×nh c«ng nghÖ thu nhËn chÕ phÈm enzym tinh khiÕt. 

Hoµn thiÖn 02 quy tr×nh thu nhËn en zym kü thuËt. C¸c quy tr×nh nµy cho 

phÐp thu håi enzym víi hiÖu xuÊt 50-59%. 

4. §· x¸c ®Þnh ®−îc c¸c ®Æc  tÝnh c¬ b¶n cña co;agenaza cña B. subtilis FS2; 

§iÒu kiÖn tèi −u cho ph¶n øng enzym : 50oC, pH 9; enzym bÒn ë nhiÖt ®é 

cao (mÊt 15% vµ 35 % ho¹t ®é ë 60oC vµ 65oC), bÒn trong vïng pH 5-10; 

KLPT cña enzym: 125kDa, bao gåm hai d−íi-®¬n vÞ cã KLPT mèi phÇn 60 

kDa; c¬ chÊt ®Æc hiÖu: colagen vµ gelatin. 

5. ChÕ phÈm enzym ®−îc lµm  æn ®Þnh víi c¸c chÊt bæ sung vµ æn ®Þnh kh¸c 

nhau, d−íi d¹ng c¸c chÕ phÈm kü thuËt cho c¸c môc ®Ých sö dông kh¸c nhau: 

Tinh bét biÕn tÝnh, Ca+2, Chitosan... ChÕ phÈm ®−îc thö nghiÖm æn ®Þnh ho¹t 

tÝnh trong thêi gian b¶o qu¶n. 

6. Kh¶o s¸t tÝnh an toµn cña chÕ phÈm cho thÊy chÕ phÈm ®¹t tiªu chuÈn an 

toµn. 

7. §· nghiªn cøu th¨m dß kh¶ n¨ng sö dông colagenaza tõ B. Subtilis FS2 ®Ó 

lµm gi¶m tÝnh g©y dÞ øng cña mét sè protein thùc phÈm lµm c¬ së t¹o ra c¸c 

s¶n phÈm kh«ng dÞ øng. 

8. Sö dông colagenaza lµm t¨ng chÊt l−îng thÞt chøa nhiÒu colagen, n©ng cao 

gi¸ trÞ gia t¨ng cho s¶n phÈm. Colagenaza ®−îc chøng minh tÝnh ®Æc hiÖu 

trong lµm mÒm thÞt. 

9. NghiÖn cøu th¨m dß kh¶ n¨ng sö dông colagenaza trong s¶n xuÊt n−íc 

m¾m cho thÊy enzym thuû ph©n da c¸ chØ sau mét ngµy nu«i cÊy cïng FS2. 

Hµm l−îng axit amin trong ch−îp c¸ t¨ng 25% khi bæ sung enzym trong 

ch−îp. KÕt qu¶ nµy cho phÐp n©ng cao hiÖu xuÊt thu håi vµ rót ng¾n thêi 

gian läc n−íc m¾m. 



10. Thö nghiÖm s¶n xuÊt mét sè s¶n phÈm: ChÕ phÈm enzym kü thuËt, gia vÞ 

chøa colagenaza, xóc xÝch vµ bittet tõ thÞt bß chøa nhiwuf colagen. 
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Më ®Çu 

Trong hÖ thèng protein ®éng vËt, colagen. Hµm l−îng colagen trong 

c¬ thÓ ®éng vËt rÊt lín, chiÕm h¬n 30% thµnh phÇn c¸c protein khung m¹ng 

cña c¬ thÓ vµ lµ c¬ chÊt bÒn, khã ph©n gi¶i nhÊn trong sè c¸c protein. 

Colagenaza lµ enzym duy nhÊt cã kh¶ n¨ng ph©n gi¶i colagen khi c¬ chÊt 

nµy ë tr¹ng th¸i nguyªn thuû. ViÖc t×m kiÕm vµ s¶n xuÊt Colagenaza trë nªn 

v« cïng hÊp dÉn, ®Æc biÖt lµ trong nh÷ng n¨m gÇn ®©y khi mµ ngµnh c«ng 

nghiÖp cã vÞ trÝ quan träng  

Cho tíi nay, nhiÒu vi sinh vËt , chñ yÕu lµ vi khuÈn ®−îc ph¸t hiÖn lµ 

cã kh¶ n¨ng tæng hîp Colagenaza. C¸c nhµ nghiªn cøu ®· ph©n lËp ®−îc tõ 

®Êt, n−íc biÓn vµ mét sè nguån kh¸t mét sè vi khuÈn cã kh¶ n¨ng tæng hîp 

Colagenaza. Tuy nhiªn, ®a sè c¸c vi sinh vËt sinh Colagenaza ®· ®−îc ph¸t 

hiÖn l¹i lµ c¸c vi sinh vËt g©y bÖnh hoÆc sinh ®éc tè (Clostrdium, Vibrio hay 

Pseudomon¸). §iÒu nµy lµm cho viÖc sö dông Colagenaza bÞ h¹n chÕ hoÆc 

c¸c chÕ phÈm enzym nhÊt thiÕt ph¶i hoµn toµn tinh khiÕt, vÊn ®Ò trë ng¹i 

chñ yÕu cho sù ra ®êi chña chÕ phÈm enzym. ViÖc t×m kiÕm nguån 

Colagenaza an toµn vµ khai th¸c sö dông chóng lµ rÊt cã ý nghÜa vÒ mÆt 

khao häc vµ øng dông. 

Trong qu¸ tr×nh nghiªn cøu th¨m dß, chóng t«i ®· ph©n t¸ch tõ c¸c 

thùc phÈm lªn men truyÒn thèng thu nhËp ë ViÖt Nam vµ c¸c n−íc l©n cËn 

mét tËp hîp c¸c vi khuÈn cã kh¶ n¨ng tæng hîp Colagenaza. VÊn ®Ò nghiªn 

cøu ®−îc ®Æt ra trong khu«n khæ ®Ò tµi KC 04-07lµ: 

"Nghiªn cøu ph©n lËp tuyÓn chän vµ sinh tæng hîp enzym 

Colagenaza vµ øng dông trong thùc phÈm" 
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Ch−¬ng I: 

 Tæng quan t×nh h×nh nghiªn cøu  Colagenase 

1.1 Kh¸i niÖmvÒ cologenase 

 Cologenase lµ enzym cã kh¶ n¨ng thuû ph©n liªn kÕt  peptit d¹ng poly 

– L- prolin ®Æc tr−ng trong vïng xo¾n cña cologen ë tr¹ng th¸i tù nhiªn cña 

c¬ chÊt. 

C¸c proteaza cã thÓ thuû ph©n h¹n chÕ colagen tù nhiªn nh−ng chØ t¹i 

phÇn cuèi cña chuçi xo¾n cã ∝  ë ngoµi vïng xo½n ®Æc tr−ng c¶u colagen, 

kh«ng cá kh¶ n¨ng tÊn c«ng c¸c liªn kÕt ë trong vïng xo¾n cña colagen 

kh«ng biÕn tÝnh. 

1.2. T×m kiÕm nguån colagenase 

Cologenase tõ Eucaryotae cã kh¶  n¨ng ph©n c¾t h¹n chÕ vµ ®Æc biÖt 

c¸c sîi colagen. N¨m 1962, lÇn ®Çu tiªn c¸c nhµ nghiªn cøu ®· thµnh c«ng 

trong c«ng viÖc tæng hîp cologenase tõ canh tr−êng nu«i cÊy cña nßng näc 

kh«ng  ch−a huyÕt thanh. KÓ tõ ®iÓm mèc nµy, nhiÒu nghiªn cøu sau ®ã thu 
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®−îc c¸c cologenase tõ c¸c vi sinh vËt biÓn [44], tõ c¸c ®éng vËt l−ìng c−, 

c«n trïng vµ c¸c ®éng vËt cã vó còng nh− kh¼ng ®Þnh t¸c dông øc chÕ cña 

huyÕt thanh lªn sù tæng hîp cologenase ®èi víi c¸c m« cña ®éng vËt nh©n 

chuÈn mµ Gross lµ ng−êi ®Çu tiªn ph¸t hiÖn ra. HÇu hÕt c¸c cologenase tõ 

c¸c m« kh¸c nhau cña ng−êi ®Òu cã ®Æc tÝnh gÇn t−¬ng tù nhau vµ cïng tån 

t¹i ë d¹ng tiÒn enzym. Cologenase ë mét sè c¬ cña ng−êi lµ c¸c enzym kim 

lo¹i. Tõ n¨m 1981, cologenase tõ da ng−êi ®· ®−îc tinh chÕ vµ x¸c ®Þnh c¸c 

®Æc tÝnh, vµ ®Õn n¨m 1986, cÊu tróc bËc nhÊt cña enzym  nµy ®· ®−îc x¸c 

®Þnh [53]. C¸c ngyªn cøu cologenase tõ da ng−êi  cßn ®−îc tiÕn hµnh xa 

h¬n víi môc ®Ých x¸c ®Þnh c¸c nh©n g©y tæng hîp c¶m øng cologenase in 

situ nh»m t¨ng c−êng qu¸ tr×nh ®æi míi c¸c m« bÞ th−¬ng. 

 Ph¸t hiÖn míi ®©y nhÊt vÒ nguån enzym cologenase cña m« thùc vËt 

tõ  qu¶ kiwi . Theo t¸ gi¶, enzym nµy ®−îc coi nh− mét t¸c  nh©n míi  bªn 

c¹nh t¸c dông cña c¸c proteaza kh¸c ®−îc sö dông  trong qu¸ tr×nh lµm 

mÒm thÞt. 

Cologenase cña Clotridium histolyticum lµ ®¹i diÖn cologenase vµ vi 

sinh vËt. V× thÕ, ngoµi tªn gäi cologenase vi sinh vËt, chóng cßn cã c¸c tªn 

gäi kh¸c nh− Clotridium histolyticum cologenase, Clotridipeptidaza A, 

cologenase A hay cologenase I [40], [41]. 

C¸c ph¸t hiÖn khëi ®Çu vÒ cologenase cña vi sinh vËt thuéc vÒ 

Mashmann khi «ng lÇn ®Çu tiªn ph¸t hiÖn ra cologenase cña Clotridium 

histolyticum vµo n¨m 1937. TiÕp theo quan s¸t nµy, kho¶ng 20 n¨m sau ®ã, 

c¸c nghiªn cøu vÒ cologenase lÇn l−ît ®−îc «ng bè. Bidwell vµ Heinigen, 

MacLennan vµ céng sù vµ Debellis vµ c¸c céng sù ®· c«ng bè c¸c c«ng 

tr×nh nghiªn cøu rÊt cã ý nghÜa vÌ c¸c chÕ phÈm cologenase cña hä mµ sau 

nµy ®−îc biÕt ®Õn víi tªn gäi Clostridiopeptidaza A, Clostridipeptidaza B, 

còng ®−îc William vµ céng sù th«ng b¸o trong bµi viÕt cña hä. C¶ enzym 

trªn sau nµy ®−îc gäi lµ cologenase A cologenase B vµ trë thµnh c¸c 

cologenase ®Çu tiªn ®−îc biÕt ®Õn d−íi d¹ng th−¬ng phÈm. C¸c nghiªn cøu 
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vÒ cologenase  cña C. hisolyticum ®−îc tiÕp tôc bëi nhiÒu t¸c gi¶ kh¸c nhau 

nh− Gallop vµ céng sù [49], Gilles vµ céng sù [52], Yoshida vµ c¸c t¸c gi¶ 

kh¸c. Cho tíi n¨m 1962 vµ nhiÒu n¨m sau ®ã, hÇu hÕt c¸c nghiªn cøu tËp 

trung vµo tinh chÕ cologenase cña C, histilycum [31]. 

Vµo nh÷ng n¨m sau nµy, viÖc ph¸t hiÖn c¸c cologenase vµ c¸c vi sinh 

vËt kh¸c còng ®−îc c«ng bè. §iÓn h×nh lµ nghiªn cøu vÒ  cologenase cña 

mét lo¹i vi khuÈn Vibrio B – 30 vµ cña Achomobacter iophagus [52]. 

Welton vµ Woods ®· ph©n lËp ®−îc tõ da ®éng vËt sèng mét vi khuÈn 

hiÕu khÝ, chÞu muèi, cã kh¶ n¨ng tæng hîp cologenase, ®Þnh tªn lµ 

Achomobacter inphagus, sau nµy ®−îc x¸c ®Þnh l¹i lµ Vibirio alginolyticus 

chemovar iophagus. Sau ®ã, Keil vµ c¸c céng sù ®· tinh chÕ ®−îc canh 

tr−êng A. iophagus mét cologenase cã t×nh chÊt t−¬ng tù nh− cña C. 

histolyticum nh−ng cã ¸i lùc ®èi víi cologenase tù nhiªn vµ c¸c petit tæng 

hîp cao h¬n c¸c enzym nhãm Clotridium ®· ®−îc c«ng bè. 

 Ngoµi c¸c cologenase ®iÓn h×nh võa dÉn ra trªn ®©y, cßn cã thÓ t×m 

thÊy c¸c c«ng bè vÒ cologenase cña mét sè vi sinh vËt kh¸c nh− 

Pseudomonas marinoglutinosa, Pseudomnas sp., Bacillus alvei DC –1, 

Bacillus cereus, Streptomyces sp [38], Cytophaga sp . L43 –1. HÇu hÕt c¸c 

vi khuÈn kÓ trªn ®−îc ph©n lËp tõ tÊt, mét sè tõ hÖ vi sinh vËt biÓn vµ t− da 

®éng vËt ch−a thuéc. 

1.2.2. Kh¶ n¨ng tæng hîp cologenase. 

PhÇn lín c¸c cologenase ®−îc nghiªn cøu thuéc vµo enzym ngo¹i 

bµo. N¨m 1975, viÖc ph¸t hiÖn kh¶ n¨ng c¶m øng cologenase ngo¹i bµo ë 

Vibrio alginoticus ®· lµm cho chñng vi khuÈn nµy cã sù hÊp dÉn ®Æc biÖt. 

Mét n¨m sau ®ã, Keil vµ c¸c céng sù ®· kh¼ng ®Þnh kh¶  n¨ng tæng hîp 

c¶m øng cologenase vµ proteaza ¬ Vibrio alginolyticus bëi c¸c chÊt cã 

KLPT cao cña c¸c enzym nµy. Hai n¨m sau, cologenase tõ Vibrio B- 3- 

còng ®−îc chøng  minh lµ enzym ®−îc tæng hîp c¶m øng bë colagen vµ c¸c 
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s¶n phÈm thñy ph©n cña c¬ chÊt nµy. Nh− vËy kh¶ n¨ng thu nhËn 

cologenase tõ sinh vËt cã thÓ ®iÒu kiÖn ®−îc víi nguyªn t¾c tæng hîp c¶m 

øng. 

1.2.3. Mét sè tÝnh chÊt c¬ b¶n cña c¸c cologenase ®· ®−îc ph¸t 

hiÖn. 

 KÝch th−íc vµ cÊu tróc ph©n tö enzym 

Nh×n chung, c¸c cologenase lµ nh÷ng protein cã KLPT lín vµ cã cÊu 

tróc ph©n tö kh«ng gièng nhau. Nh÷ng n¨m vÒ sau nµy, ph−¬ng ph¸p x¸c 

®Þnh kÝch t h−íc ph©n tö cña enzym chñ yÕu lµ ph−¬ng ph¸p ®iÖn di trªn gel 

polyacrylamit khi cã mÆt SDS vµ/ hoÆc ph−¬ng ph¸p läc gel ®−îc tiÕn hµnh 

víi enzym ë tr¹ng th¸i tinh khiÕt. 

Ph©n tö cologenase cã thÓ ®−îc t¹o nªn c¸c d−íi - ®¬n vÞ. Cologenase 

A víi KLPT 100 kDa ®−îc ph¸t hiÖn lµ bao gåm 4d−íi - ®¬n vÞ kh«ng cã 

ho¹t tÝnh enzym víi täng l−îng mçi phÇn lµ 25 kDa [102], Vibrio B- 30 bao 

gåm  hai d−íi - ®¬n vÞ cã KLPT kh«ng gièng nhau 24kDa vµ 28kDa. Mét sè 

cologenase vi sinh vËt còn nh− cologenase cña m« tån t¹i d−íi d¹ng  isozim 

nh− phøc hîp cologenase cña C.histolyticum: ∝ cologenase (68kDa), β - 

cologenase (115kDa), γ  - cologenase (79kDa), δ -cologenase (100kDa), ε - 

cologenase (110kDa), ξ -cologenase (125kDa) [31]; tõ A.alginolyticus cã ba 

d¹ng  isozim cso KLPT kh¸c  nhau lµ 110kDa, 90 kDa vµ 70 kDa, tõ Vibrio 

alginolyticus chemovar iophagus cã ba cologenase víi KLPT lÇn l−ît lµ 

110,90 vµ 70 kDa. Trong canh tr−êng cña Streptomyces sp. ng−êi ta còng 

ph©n t¸ch ®−îc hai d¹ng isozim cã träng l−îng gÇn nhau lµ 90 kDa vµ 

90kDa – 110kDa [38]. 

§é bÒn cña enzym. 

§a sè c¸c enzym  ®· ®−îc c«ng bè cã pH ho¹t ®éng ë kho¶ng trung 

tÝnh hoÆc h¬i kiÒm (pH 7 –8). Tuy thÕ, kh¶ n¨ng ho¹t ®éng cña chóng còng 
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kh«ng v−ît qu¸ møc pH trung tÝnh. Cologenase tõ B.alvei DC- 1 ®−îc ph¸t 

hiÖn lµ ho¹t ®éng trong vïng pH axit yÕu cho tíi trung tÝnh (4m5 – 7). §©y 

lµ enzym ®Çu tiªn trong sè  c¸c cologenase ®· biÕt cã kh¶ n¨ng ho¹t ®éng 

trong vïng axit yÕu. NhiÖt ®é ho¹t ®éng thÝch hîp cña  c¸c cologenase 

th−êng lµ d−íi 400C [42], [4]. C¸c enzym nµy hÇu nh− bÞ gi¶m phÇn lín 

ho¹t tÝnh khi t¨ng nhiÖt ®é lªn trªn 450C [21], [43]. §Æc biÖt trong tr−êng 

hîp cña cologenase tõ Vibrio B- 30, enzym nµy bÞ mÊt t−íi 94% ho¹t tÝnh 

khi t¨ng nhiÖt ®é tíi 450C. 

 

 

TÝnh ®Æc hiÖu cña enzym . 

HÇu hÕt c¸c cologenase cã tÝnh ®Æc hiÖu cao ®èi víi colagen. §a phÇn 

c¸c enzym  t¸ch ®−îc kh«ng kÌm theo ho¹t tÝnh víi casein hoÆc hemoglobin 

[21], trõ tr−êng hîp enzym tõ Pseudomonas sp ., hai ho¹t tÝnh cologenase vµ 

caseinaza lu«n ®i kÌm. 

Cologenase tõ vi khuÈn cã kh¶ n¨ng ph©n c¾t tÝch cùc h¬n so víi csac 

enzym cña m«. Clostridiopeptidaza A cã thÓ t¸c dông t¹i 200 ®iÓm trªn mét 

chuçi xo¾n  trong khi colagenase cña nßng näc cãc chØ cã kh¶ n¨ng ph©n 

c¾t chuçi xo¾n t¹i mét ®iÓm duy nhÊt. 

∝

Cologenase c¶u C.histoticum cã kh¶ n¨ng më chuçi xo¾n  ë  liªn 

kÕt X – Glycin trong tr×nh tù X· héi Gly-Pro- Y, t−¬ng tù nh− colagenase 

cña Vibro alginolyticus chemovar iophagus. T−¬ng tù. colagenase tõ Vibrio 

B- 3- ph©n c¾t colgen theo cïng mét tr×nh tù nh− colagenase tõ 

C.histolyticum. Tuy nhiªn enzym nµy cã kh¶ n¨ng ph©n c¾t c¸c lo¹i colagen 

kh¸c nhau tèt h¬n c¸c enzym tõ C.histolyticum. 

∝

1.3. Nghiªn cøu vÌ colagenase ë ViÖt Nam 
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ë ViÖt Nam, cã rÊt Ýt nghiªn cøu vÒ colagenase. §· cã mét vµi thö 

nghiÖm sö dông colagenase trong ®iÒu trÞ báng tõ colagenase th−¬ng phÈm 

t¹i ViÖn báng quèc gia mµ ch−a cã nghiªn cøu nµo vÒ kh¶ n¨ng thu nhËn 

colagenase. C«ng tr×nh nghiªn cøu nµy lµ c«ng tr×nh nghiªn cøu ®Çu tiªn t¹i 

ViÖt Nam vÒ colagenase. 

1.4. Kh¶  n¨ng sö dông colagenase. 

C¸c kh¶ n¨ng colagenase dùa trªn ®Æc tÝnh hiÖu cao cña enzym khi nã 

chØ ph©n  c¾t c¸c liªn kÕt petit nhÊt ®Þnh cã trong colagen mµ kh«ng lµm ¶nh 

h−ëng tíi c¸c pr«tein kh¸c. C¸c phÕ phÈm colagenase cã thÓ ®−îc sö dông 

hoÆc ë  d¹ng tinh khiÕt hoÆc ë d¹ng chÕ phÈm kh«ng hoµn toµn tinh khiÕt 

hay cã chøa c¸c ho¹t tÝnh proteaza kh¸c khi môc tiªu lµ ph©n gi¶i mét phÇn 

c¬ chÊt colagen vµ protein nãi chung. Tuy nhiªn, do kh«ng ë d¹ng chÕ phÈm 

tinh khiÕt, ®ßi hái c¸c colagenase nµy ph¶i kh«ng chøa c¸c chÊt cã ®éc tÝnh 

vµ ®¹t ®ñ møc ®é an toµn cho viÖc sö dông, ®Æc biÖt lµ khi sö dông cho thùc 

phÈm. 

1.4.1. Sö dông colagenase trong nghiªn cøu colagen. 

Colagenase ®−îc dïng ®Ó ph©n t¸ch colagen thµnh c¸c chuçi xo¾n ∝  

phôc vô cho nghiªn cøu qu¸ tr×nh h×nh thµnh cÊu tróc xo¾n cña colagen. 

Bªn c¹nh c¸c nghiªn cøu vÒ cÊu tróc ph©n tö colagen, colagenase cßn ®−îc 

dïng trong viÖc x¸c ®Þnh colagen cho phÐp kh¼ng ®Þnh b¶n chÊt colagen cña 

protein ®−îc tæng hîp. 

1.4.2. Sö dông colagenase trong c«ng nghiÖp thùc phÈm. 

Lµm mÒm thÞt. 

CÊu tróc ph©n tö cña colagen vµ t−¬ng t¸c cña nã víi  c¸c cÊu tö kh¸c 

cña m« liªn kÕt lµ yÕu tè quan träng ¶nh h−ëng ®Õn ®Æc tÝnh cÊu tróc cña 

thÞt vµ s¶n phÈm thÞt[26]. Sè c¸c liªn kÕt chÐo trong colagen t¨ng lªn cïng 

víi tuæi cña ®éng vËt, vµ v× thÕ  lµm t¨ng ®é cøng cña thÞt [8]. Mét trong 

nh÷ng biÖn ph¸p lµm t¨ng ®é mÒm cña thÞt lµ ph©n gi¶i cÊu tróc xo¾n 
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colagen, lµm duçi m¹ch protein ®Ó ®¹t ®−îc cÊu tróc vµ ®é mÒm mong 

muèn vµ kh«ng kÌm theo sù ph©n gi¶i c¸c sîi miozin. 

Tõ tr−íc tíi nay, c¸c enzym chñ yÕu ®−îc sö dông ®Ó lµm mÒm thÞt lµ 

papain, bromelain, ficin, trong ®ã papain ®−îc coi lµ enzym hiÖu qu¶ nhÊt 

trong sè casc enzym do cã kh¶ n¨ng t¸c ®éng lªn c¸c vïng xo¾n ®Çu m¹ch 

trong ph©n tö colagen [32]. T¸c dông c¬ b¶n cña c¸c enzym nµy lµ thuû 

ph©n kh«ng ®Æc biÖt c¸c protein, vµ chñ yÕu lµ actin vµ miozin. V× thÕ, viÖc 

sö dông c¸c enzym nµy hoÆc kh«ng cã mÊy t¸c dông trong c¶i thiÖn thÞt 

chøa nhiÒu colagen, hoÆc ng−îc l¹i , cã thÓ g©y ra  hiÖn t−îng ph©n gi¶i qu¸ 

møc cÊu tróc cña thÞ vµ t¹o ra thÞt cã chÊt l−îng xÊu. RÊt nhiÒu c¶i tiÕn c«ng 

nghÖ ®· ®−îc ¸p dông ®Ó c¶i thiÖn chÊt l−îng thÞt sau lµm mÒm b»ng c¸c 

enzym nµy. MÆc dï vËy, cÊu tróc cña thÞt nhËn ®−îc sau qóa tr×nh lµm mÒm 

vÉn kh«ng ®¹t yªu cÇu vÒ mÆt cÊu tróc; hoÆc qu¸ cøng, hoÆc qu¸ lµm mÒm, 

lµm gi¶m chÊt l−îng c¶m quan cña thÞt. H−¬ng vÞ cña thÞt bÞ biÕn ®æi, ®«i 

khi bÞ biÕn ®æi ®Õn møc kh«ng chÊp nhËn ®−îc. Ngoµi ra, còng do kh«ng cã 

kh¶ n¨ng t¸c ®éng lªn  colagen khi sö dông c¸c phÕ phÈm proteaza nµy nªn 

kh¶ n¨ng c¶i thiÖn chÊt l−îng thÞt thÊp cÊp (chøa nhiÒu colagen) b»ng c¸c 

enzym nµy lµ rÊt thÊp, Kh¶ n¨ng sö dông colagenase trong viÖc lµm mÒm vµ 

n©ng cao chÊt l−îng thÞt ®· ®−îc thö nghiÖm vµ c«ng bè trong mét sè c«ng 

tr×nh gÇn ®©y [34], [46]. Enzym nµy ®Æc biÖt hiÖu qu¶ trong tr−êng hîp 

n©ng cao kh¶ n¨ng khai th¸c vµ tËn dông thÞt cã nhiÒu colagen nh− thÞt bß 

cÊp thÊp. ViÖc khai th¸c thÞt bß cÊp thÊp cã sö dông colagenase cho phÐp sö 

dông lo¹t thÞt bß nµy ®Ó s¶n xuÊt ngay c¶ c¸c s¶n phÈm cao cÊp nh− xóc 

xÝch hoÆc bÝt tÕt,  n©ng cao gi¸ trÞ gia t¨ng cña nguyªn liÖu. 

Ngµy nµy, cïng víi sù gia t¨ng d©n sè, nhu cÇu vÒ sè l−îng vµ chÊt 

l−îng thùc phÈm (trong ®ã cã thÞt c¸c lo¹i) ngµy cµng lín. Theo b¸o c¸o 

Balmey, thÞ phÇn thÞt gia cÇm ®· ®−îc n©ng cao chÊt l−îng (value – added 

poultry) ë Mü n¨m 1995 chiÕm 20% trong tæng sè thÞt gia cÇm b¸n ra. 

Balmey dù ®o¸n con sè nµy sÏ lµ 75% vµo cuèi n¨m 2000. Trong khi ®ã, 
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nh÷ng minh chøng cña CSO vÒ gi¸ trÞ xuÊt  khÈu cña thÞt bß ë Ailen n¨m 

1999 cho thÊy tØ lÖ nµy xÊp xØ 5% [88]. ThÞt bß lµ lo¹i thùc phÈm cã gi¸ trÞ 

dinh d−ìng cao vµ ®−îc tiªu thô m¹nh ë nhiÒu n−íc, ®Æc biÖt lµ ë c¸c n−íc 

ph−¬ng t©y. §Ó n©ng cao h¬n n÷a c¸c møc tiªu thô lo¹i thÞt nµy cÇn cã c«ng 

nghÖ lµm mÒm thÞt, t¹o ra  c¸c s¶n phÈm thÞt cÊu tróc ®−îc n©ng cao chÊt 

l−îng  tõ lo¹i thÞt bß cÊp thÊp (low – value beef). 

BiÕn h×nh protein. 

Trong c«ng nghÖ thùc phÈm, c¸c proteaza ®−îc dïng ®Ó biÕn h×nh 

protein nh»m c¶i biÕn mét sè tÝnh chÊt dinh d−ìng hoÆc chøc n¨ng cña 

chóng.  Vai trß cña enzym ë ®©y chñ yÕu lµ thùc hiÖn ph¶n øng thuû ph©n 

tõng phÇn, lµm biÕn ®æi cÊu tróc protein. Colagenase lµ mét trong sè c¸c 

proteaza ®−îc dïng víi môc ®Ých biÕn ®æi cÊu tróc protein ®Ó ®¹t ®−îc hiÖu 

qu¶ mong muèn [46]. Khi bÞ thuû ph©n mét phÇn, c¸c tÝnh chÊt chøc n¨ng 

vµ c¶m quan cña protein cã thÓ ®−îc c¶i thiÖn nh− kh¶ n¨ng gi÷ n−íc, kh¶ 

n¨ng nhò t−¬ng ho¸, ®é bÒn t¹o nhò, t¹o bät, ®é dai… 

Sö dông colagenase lµm gi¶m tÝnh g©y dÞ øng cña mét sè protein thùc 

phÈm. 

C¸c tr−êng hîp dÞ øng thùc phÈm thùc sù phæ biÕn trong vßng 15 n¨m 

trë l¹i ®©y. C¸c b¸o c¸o vÒ hiÖn t−îng nµy cho thÊy sè l−îng ng−êi ph¶i 

chÞu ®−îng sù dÞ øng do thùc phÈm g©y nªn t¨ng dÇn lªn trªn quy m« toµn 

cÇu  [48]. Dù øng thùc phÈm ®−îc ¶m øng ë trÎ em, lªn tíi 1,5% ®èi víi trÎ 

nhá d−íi 3 tuæi hoÆc trÎ em nãi chung: ®Æc biÖt ®èi víi trÎ em míi sinh, c¸c 

tr−êng hîp c¶m øng dÞ øng thùc phÈm lªn tíi 5%. Sè liÖu vÒ dÞ øng thùc 

phÈm ë c¸c n−íc ®ang ph¸t triÓn vµ ®Æc biÖt lµ ViÖt Nam rÊt h¹n chÕ cã thÓ 

do nguyªn nh©n thiÕu c¸c ph−¬ng tiÖn chuÈn ®o¸n hoÆc chØ ®¬n gi¶n lµ 

kh«ng chó ý ®Õn c¸c t×nh tr¹ng  liªn quan tíi bÖnh lý kh¸c  nh− ®i ngoµi, 

nhiÔm trïng ®−êng thë…. 
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MÆc dï tÝnh chÊt cña c¸c protein g©y dÞ øng cßn ch−a ®−îc x¸c ®Þnh 

®Çy ®ñ nh−ng nãi chung c¸c protein g©y dÞ øng  cã KLPT kho¶ng 10-

70kDa, cã kh¶ n¨ng kÝch thÝch ®¸p øng miÔn dÞch (c¶m øng sù s¶n sinh IgE 

®Æc hiÖu chÊt dÞ øng). C¸c protein nµy kh¸ bÒn víi nhiÖt trong qu¸ tr×nh nÊu, 

chÕ biÕn vµ Ýt bÞ ph©n gi¶i bëi c¸c proteaza. Trong nhiÒu tr−êng hîp, c¸c 

chÊt g©y dÞ øng ®−îc x¸c ®Þnh lµ c¸c protein cô thÓ. Theo kh¶o s¸t, s÷a  bß, 

trøng, bét mú, bét g¹o vµ c¸ lµ c¸c thùc phÈm g©y dÞ øng th−êng gÆp nhÊt 

[23], [48]. Protein cña g¹o cã KLKPT 14-16kDa ®−îc ph¸t triÓn lµ c¸c 

protein g©y dÞ øng. 

Nhãm  t¸c gi¶ Watanabe [113, 114, 115] ®· ®Ò cËp tíi kh¶ n¨ng t¹o ra 

c¸c s¶n phÈm kh«ng g©y dÞ øng khi xö lý protein g©y dÞ øng cña mét mú víi 

colagenase cho thÊy chóng cã tÝnh chÊt c«ng nghÖ thÝch hîp h¬n lµ khi xö 

lý víi  c¸cc proteaza th«ng th−êng kh¸c do c¸c enzym n µy ph©n gi¶i qu¸ 

møc protein. Nghiªn cøu  nµy ®· më ®−êng cho ý t−ëng sö dông colagenase 

nh− lµ mét c«ng cô tiÒm n¨ng trong viÖc t¸c ®éng lªn cÊu tróc protein vµ 

lµm gi¶m kh¶ n¨ng g©y dÞ øng cña  c¸c protein d¹ng nµy mµ vÉn gi÷ ®−îc 

c¸c tÝnh chÊt c«ng nghÖ cÇn thiÕt cña chóng. 

1.4.3. Sö dông colagenase trong y tÕ – d−îc – mü phÈm. 

Do kh¶ n¨ng ph©n c¾t ®Æc hiÖu colagen, colagenase ®−îc dïng nh− 

mét c«ng cô h÷u hiÖu ®Ó ph©n t¸ch c¸c thµnh phÇn cÊu tróc trong m« liªn 

kÕt. C Colagenase cßn ®−îc sö dông nh− lµ mét c«ng cô hiÖu qu¶ trong viÖc 

ph©n t¸ch tÕ bµo trong m¹ng l−íi m«  liªn kÕt. Ngoµi ra, colagenase cã thÓ 

®−îc sö dông trong nghiªn cøu c¸c tiÕn tr×nh cña mét sè bÖnh vµ c¬ chÕ lµm 

lµnh vÕt th−¬ng. ViÖc sö dông  colagenase cã thÓ d−íi d¹ng thuèc b«i hoÆc 

c¸c b¨ng vÕt th−¬ng hoÆc trong ®iÒu trÞ báng. 

Míi ®©y, n¨m 1998, vai trß xóc t¸c vµ h−íng ®Ých cña colagenase 

trong viÖc ng¨n chÆn sù ph¸t triÓn c¸c khèi u do kh¶ n¨ng ph©n c¾t c¸c tr×nh 

tù hexapeptit melphalan Pro- Gln – Gly – Ile – Mel – Gly t¹o thµnh tripeptit 
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melaphan Ile – Mel – Gly cã ®éc tÝnh tÕ bµo cao ®· ®−îc ph¸t hiÖn. §iÒu ®ã 

cã ®−îc xªm nh− mét kh¶ n¨ng høa hÑn cho s¶n xuÊt c¸c chÕ phÈm thuèc 

cã ho¹t tÝnh colagenase cao ®Ó ng¨n ngõa khèi u. 

Colagenase vµ c¸c s¶n phÈm polyme thuû ph©n cña chóng còng ®−îc 

sö dông trong y tÕ ®iÒu chÕ da thay thÕ, chØ phÉu thuËt, c¸c vá viªn thuèc 

hay ®−îc sö dông trong c«ng nghiÖp ho¸ chÊt, s¶n xuÊt vËt liÖu tr¸ng ¶nh…. 

Bªn c¹nh c¸c kh¶ n¨ng sö dông colagenase cho c¸c môc ®Ých trªn, 

colagenase lµ mét enzym tiÒm n¨ng trong nhiÒu lÜnh vùc kh¸c nh− c«ng 

nghiÖp da, c«ng nghiÖp mü phÈm trong s¶n xuÊt c¸c kem tÈy da chÕt. 

 

 

Ch−¬ng II 

Lùa chän ®èi t−îng vµ vÊn ®Ò nghiªn cøu 

2.1. §èi t−îng  nghiªn cøu. 

Thu n han¹ colagenase tõ vi sinh vËt mét c¸ch cã ®iÒu khiÓn víi sù 

tÝch luü cao cã thÓ thùc hiÖn ®−îc b»ng mét c«ng nghÖ ®¬n gi¶n h¬n so víi 

viÖc thu enzym tõ c¸c nguån kh¸c nh− tÕ bµo ®éng vËt hay thùc vËt. Thªm 

vµo ®ã, c¸c enzym tõ vi sinh vËt cã kho¶ng ho¹t ®éng réng h¬n víi kh¶ 

n¨ng ph©n c¾t m¹nh h¬n so víi c¸c enzym kh¸c. ChÝnh v× lý do trªn,  nguån 

gen colagenase tõ vi sinh vËt ®ang ®−îc c¸c nhµ nghiªn cøu quan t©m. 

Theo Sicrat – aunstrup vµ céng sù, mét ®Æc tÝnh c¬ b¶n vµ rÊt quan 

träng ®Ó mét chñng vi sinh vËt ®−îc chän cho s¶n xuÊt c«ng nghiÖp lµ 

chñng vi sinh vËt nµy kh«ng ®−îc lµ c¸c vi sinh vËt g©y bÖnh còng nh− 

kh«ng s¶n sinh ®éc tèt. §èi víi c¸c chÕ phÈm enzym dïng cho thùc phÈm, 

chñng vi sinh vËt ®−îc chän cho s¶n xuÊt enzym cÇn ph¶i cã tÝnh chÊt “thùc 

phÈm, cã nghÜa lµ chñng vi sinh vËt nªn thuéc vµo c¸c chñng ®−îc coi lµ an 
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toµn ®· biÕt, (G.R.A.S- Generaly Recongized As Safa) [9], nÕu kh«ng chØ 

®−îc phÐp sö dông c¸c chÕ phÈm hoµn toµn tinh khiÕt  vµ cÇn thiÕt ph¶i cã 

c¸c thö nghiÖm ® tÝnh trong mét thêi gian dµi. 

§a phÇn c¸c colagenase vi sinh vËt ®· ®−îc ph¸t hiÖn c¸c enzym  cña 

c¸c vi khuÈn ph©n lËp tõ ®Êt, rÊt nhiÒu trong sè ®ã lµ c¸c vi khuÈn  chøa ®éc 

tè  nh− trong tr−êng hîp C.histolyticum, P.marinolutinosa vµ Pseudomonas 

sp. C¸c nghiªn cøu kiÕm t×m c¸c nguån gen enzym an toµn, cã ho¹t tÝnh 

colagenase cao víi c¸c ®Æc tÝnh quý b¸u cho ®Õn nay vÉn ®ang lµ môc tiªu 

cña c¸c nhµ nghiªn cøu. 

V× c¸c lý do trªn, ®Ò tµi sÏ tËp trung vµo ph©n lËp vµ tuyÓn chän 

chñng vi sinh vËt an toµn cã kh¶ n¨ng tæng hîp colagenase cho môc tiªu s¶n 

xuÊt c«ng nghiÖp vµ khai th¸c viÖc sö dông chÕ phÈm nµy trong thùc phÈm 

vµ c¸c lÜnh vùc  liªn quan tíi colagen. 

§Ó cã thÓ thu nhËn ®−îc c¸c vi sinh vËt tæng  hîp collagenase an 

toµn, nguån  ph©n lËp vi sinh vËt ®−îc lùa chän cÇn: 

- Chøa colagen 

- Chøa tËp hîp vi sinh vËt vèn ®−îc coi lµ an toµn cho thùc phÈm. 

Nguån vi sinh vËt ®−îc lùa chän tho¶ m·n c¸c yªu cÇu trªn lµ c¸c s¶n 

phÈm lªn men truyÒn thèng chøa colagenase. 

2.2. VÊn ®Ò n ghiªn cøu. 

§Ò ®¸p øng ®−îc môc tiªu nghiªn cøu ®Æt ra, ®Ò tµi ®· tËp trung gi¶i 

quyÕt c¸c vÊn ®Ò cô thÓ sau: 

1. Ph©n lËp vµ tuyÓn chän hÖ vi khuÈn tæng hîp colagenase t− nguån ®· 

chän. §Þnh tªn vi sinh vËt vµ lùa chän chñng an toµn. 

2. Nghiªn cøu quy tr×nh tæng hîp enzym tõ chñng lùa chän: c¸c ®iÒu 

kiÖn m«i tr−êng sinh tr−ëng, sinh tæng hîp enzym, chÊt c¶m øng cho 

tæng hîp enzym, ®éng th¸i tæng hîp enzym. 
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3. Nghiªn cøu quy tr×nh thu håi enzym d¹ng tinh khiÕt vµ kü thuËt. TËp 

trung nghiªn cøu quy tr×nh thu håi enzym kü thuËt cho môc ®Ých sö 

dông trong thùc phÈm. 

4. Nghiªn cøu æn ®Þnh vµ b¶o qu¶n chÕ phÈm enzym 

5. Nghiªn cøu th¨m dß kh¶ n¨ng sö dông enzym: Khö protein dÞ øng, 

n©ng cao chÊt l−îng thÞt bß cÊp thÊp, hç trî trong s¶n xuÊt n−íc 

m¾m. 

6. Nghiªn cøu ph¸t triÓn s¶n phÈm: ChÕ phÈm enzym, gia vÞ −íp thÞt 

chøa colagenase. 

 

Ch−¬ng IIi:  

Ph−¬ng p h¸p nghiªn cøu 

 

3.1 VËt liÖu, thiÕt bÞ 

31.1. VËt liÖu, ho¸ chÊt 

 Nguån vi sinh vËt: C¸c mÉu thùc phÈm len men truyÒn thèng ®−îc mua tõ 

c¸c chî ë Hµ Néi vµ c¸c c¬ së s¶n xuÊt ë ViÖt Nam (nem chua, t−¬ng, chao, 

ch−îp c¸) Myama (Wethachin) vµ Lµo (padek). C¸c  mÉu sau khi thu nhËn 

®−îc gi÷ trong m«i tr−êng th¹ch NA hoÆc b¶o qu¶n trong tñ l¹nh s©u ë 

nhiÖt ®é –850C  cho tíi khi sö dông  

C¸c chñng vi sinh vËt chuÈn: Bacillus subtilis IFO 3022 vµ EschÎichia 

coli IFO3301. 

Ho¸ chÊt: Toµn bé ho¸ chÊt s® cho ph©n tÝch lµ ë d¹ng tinh khiÕt dïng 

cho ph©n tÝch, ®−îc mua tõ c¸c h·ng Nacalai Tesque vµ Wako, NhËt b¶n., 

colagen d¹ng I cña Sigma, Mü. C¸c protein chuÈn cña Pharmacia – Biotech, 

Thôy ®iÓn (kDa: phosphorylase b thá 94; albumin huyÕt thanh bß 67; 

ovalbumin lßng tr¾ng trøng 43; carbonic anhydrase erythrocyt bß 30; chÊt 
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øc chÕ tripsin ®Ëu t−¬ng 20,1; ∝ - lactalbumin s÷a bß 14,4; cytochrom  c   

12,4;  - chymotrypsinogen 25; ∝ γ  - globulin bß 150). 

C¸c m«i tr−êng dinh d−ìng: 

 - M«i tr−êng  s¬ bé ph©n lo¹i vi sinh vËt : PEES, TATAC, LBS, Potato 

dextrose, TS, DHL, NA. 

- M«i tr−êng ph©n lËp: M«i tr−êng Hisano I (m«i tr−êng I) 

- M«i tr−êng tæng hîp enzym: M«i tr−êng Hisano II (m«i tr−êng II) 

- M«i tr−êng dïng cho thÝ nghiÖm c¶m øng: M«i tr−êng tèi thiÓu 

((m«i tr−êng III)  

C¸c kÝt ®Þnh tªn vi khuÈn : API   50 CH,  API   50   CHB  vµ API  50 CHL  

cña  

Biomerieux, Ph¸p 

 - ThiÕt bÞ siªul äc Millipore 500ml víi c¸c mµng läc YM 3 YM  10 vµ 

YM   50 cña Centriplus, Amicom, Mü: 

- ThiÕt bÞ lªn men 3 lÝt, Pharmacia Thuþ §iÓn: 

- Quang phæ kÕ Hitachi  200- 20, NhËt b¶n 

- HÖ thèng s¾c ký 

- Bé ®iÖn di mini – gel Hoefer, Mü 

- C¸c thiÕt bÞ nghiªn cøu th«ng dông kh¸c 

3.2. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu. 

3.2.1. C¸c ph−¬ng ph¸p vi sinh vËt 

 Ph©n  lËp vµ tuyÓn chän chñng vi khuÈn cã kh¶ n¨ng ph©n gi¶i 

colagen. 

C¸c vi sinh vËt trong  c¸c mÉu thùc phÈm lªn men ®−îc nu«i tÝch luü 

lÇn l−ît  trªn m«i tr−êngI. Sö dông ph−¬ng ph¸p vßng thuû ph©n trªn m«i 

tr−êng th¹ch I ®Ó së bé lùa chän c¸c chñng cã kh¶ n¨ng tæng hîp 

colagenase. KiÓm tra kh¶ n¨ng tæng hîp colagenase cña c¸c chñng thu ®−îc 

víi c¬ chÊt lµ colegen kh«ng tan. Mäi canh tr−êng ®−îc thùc hiÖn ë nhiÖt ®é 

31 + 30C. 
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Kü thuËt ®Þnh tªn vi khuÈn. 

Sö dông ph−¬ng ph¸p chuÈn ®o¸n nhanh cho ®Þnh tªn vi khuÈn cña 

Logan vµ Berkeley. Sö dông c¸c kit ®Þnh tªn vi khuÈn ®Ó ®Þnh tªn vi khuÈn. 

§äc kÕt qu¶ sau 24 giê vµ  48 giê nu«i trªn c¸c kit ®Þnh tªn. Sö dông phÇn 

mÒm m¸y tÝnh ATB Plus dùa theo kho¸ ph©n lo¹i Bergey ®Ó nhËn ®−îc kÕt 

qu¶ ®Þnh tªn vi sinh vËt [33]. 

ThÝ nghiÖm kiÓm tra kh¶ n¨ng c¶m øng sù tæng hîp colagenase. 

Nu«i chñng vi khuÈn trong c¸c b×nh tam gi¸c  300ml trªn m¸y l¾c 

ngang æn nhiÖt 32 +  3
0C, mçi b×nh chøa 100ml m«i tr−êng nh©n gièng víi 

c¬ chÊt gelatin 0,3% trong 6 giê (OD660 ®¹t 1,2). Ly t©m thu vµ röa tÕ bµo ba 

lÇn víi m«i tr−êng III ë 13000v/phót trong 15 phót. T¹o dÞch huyÒn tÕ bµo 

víi thÓ tÝch  ban ®Çu trong m«i tr−êng III kh«ng cã hoÆc cã chøa c¸c c¬ chÊt 

kiÓm tra ®éc lËp hoÆc kÕt hîp ë c¸c nång ®é kiÓm tra kh¸c nhau. C¸c c¬ 

chÊt kiÓm tra bao gåm: colagen, casein, gelatin, polypepton vµ DTP 

colagen. §Þnh kú lÊy mÉu theo dâi sù ph¸t triÓn sinh khèi cña vi khuÈn vµ 

kh¶ n¨ng tæng hîp enzym th«ng qu¸ ®o gi¸ trÞ OD660vµ x¸c ®Þnh ho¹t ®é 

colagenase. 

Kü thuËt nu«i vµ ®¸nh g¸i canh tr−êng. 

Vi khuÈn ®−îc nu«i trong  c¸c b×nh tam gi¸c ®¸y cã mÊu l¾c dung 

tÝch 300ml chøa100ml m«i tr−êng trªn m¸y l¾c æn nhiÖt cã thÓ ®iÒu khiÓn 

tèc ®é l¾c ngang hoÆc trong thiÕt bÞ lªn mem 3 lÝt chøa 1 lÝt m«i tr−êng, cã 

hÖ thèng æn ®Þnh nhiÖt ®é vµ pH. §Þnh kú lÊy mÉu vµ ®¸nh gi¸ sù ph¸t triÓn 

cña vi khuÈn th«ng qua gi¸ trÞ OD660.. Ho¹t ®é colagenase sÏ ®−îc x¸c ®Þnh 

víi c¬ chÊt colagen kh«ng tan. 

3.2.2. C¸c ph−¬ng ph¸p ho¸ sinh. 

X¸c ®Þnh hµm l−îng protein 

Sö dông ph−¬ng ph¸p Lowry víi protein chuÈn lµ albumin cña huyÕt 

thanh bß 
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X¸c ®Þnh ho¹t dodä enzym: ñ 10mg colagen kh«ng tan trong 10 phót 

ë  300C trong 0,8ml dung dÞch ®Öm Tris – HCl 50mM pH 7,5 chøa 4mM 

CaCl2. Ph¶n øng enzym ®−îc thùc hiÖn trªn m¸y l¾c æn nhiÖt ë 300C khi cho 

0,2ml enzym vµo hçn  hîp kÓ trªn. TiÕn hµnh ph¶n øng trong 30 phót vµ 

dõng ph¶n øng  b»ng 1ml dung dÞch axit axetic 0,1M l¹nh. Ph¶n øng kiÓm 

chøng ®−îc thùc hiÖn theo c¸ch t−¬ng tù khi kh«ng cã mÆt c¬ chÊt. Hµm 

l−îng nhãm -NH∝ 2 gi¶i  phãng ®−îc x¸c ®Þnh b»ng ph−¬ng ph¸p Ninhydrin 

cña Rosen. Ho¹t ®é colagenase chung ®−îc tÝnh b»ng sè molµ leucin t−¬ng 

®−¬ng gi¶i phãng trong 1 phót ®èi víi 1 ml dÞch enzym. Ho¹t ®é colagenase 

riªng phÇn biÓu diÔn b»ng sè molµ leucin t−¬ng ®−¬ng gi¶i phãng trong 1 

phót ®èi víi 1mg protein. 

§iÖn di trªn gel polyacrylamit 

SDS – PAGE: §iÖn di ph©n t¸ch protein biÕn tÝnh ®−îc thùc hiÖn theo 

ph−¬ng ph¸p cña Laemmli trªn minigel   10 x  10cm víi nång ®é gel ph©n 

gi¶i lµ polyacrylamit 12,5% hoÆc gradient polyacrylamit 5-20% , gel c« ®Æc 

5%. KÕt thóc ®iÖn di, b¶n gel ®−îc chuyÓn sang thiÕt bÞ chuyÓn protein hoÆc 

®−îc nhuém víi dung dÞch Coomasie brilliant bulue R- 250 1% qua ®ªm vµ 

t¶y mµu b»ng hçn hîp dung m«i metanol vµ axetic. 

PAGE: TiÕn hµnh ®iÖn di trªn gel polyacrylamit cho protein nguyªn 

d¹ng víi nång ®é gel ph©n gi¶i 7,5% vµ gel c« ®Æc 3%. C¸c b−íc tiÕn hµnh 

nh− ®èi víi SDS – PAGE khi kh«ng sö dông SDS. 

Thu nhËn enzym: enzym ®−îc thu håi hoÆc b»ng siªu läc, hoÆc b»ng 

kÕt tña víi c¸c dung m«i h÷u c¬ l¹nh (axeton hoÆc etylic) ë c¸c nång ®é 

kh¸c nhau. KÕt tña ®−îc thu l¹i b»ng c¸ch ly t©m hoÆc läc ch©n kh«ng. Hoµ 

tan kÕt tña víi mét l−îng tèi thiÓu dung dÞch ®ªm Tris – HCl  50mM 

chøa4mM CaCl2. Sau ®ã ly t©m bá cÆn,  dÞch trong ®−îc ®em sÊy kh« trªn 

m¸y sÊy ch©n kh«ng hoÆc ®em sÊy ®«ng kh«. KiÓm tra ho¹t ®é colagenaza 

qua tõng  b−íc ®Ó ®¸nh gi¸ hiÖu suÊt thu håi enzym (hiÖu suÊt thu håi 
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enzym ®−îc tÝnh b»ng tû lÖ phÇn tr¨m ho¹t ®é enzym tæng sè thu  håi so víi 

tæng ho¹t ®é cña dÞch enzym th« ban ®Çu). 

X¸c ®Þnh khèi l−îng phÇn tö cña enzym 

KLPT cña enzym ®−îc x¸c ®Þnh b¨ng kü thuËt läc gel trªn Sephadex 

– G75 (2 x 85 c¸ch m¹ng) [24]. C¸c protein chuÈn lµ cytochrom c huyÕt 

thanh ngùa (12n4kDa), -chymontripsinogen A (25 kDa), ovalbumin (43 

Kda), albumin huyÕt thanh bß (67kDa) vµ 

∝

γ  - glubulin cña bß (150 kDa). 

Song song, KLPT cña enzym biÕn tÝnh ®−îc x¸c ®Þnh trªn SDS – PAGE 

15%. ThiÐt lËp ®å thÞ biÓu diÔn quan hÖ tuyÕn tÝnh gi÷a KLPT cña c¸c 

protein vµ c¸c gi¸ trÞ thÓ tÝch röa hoÆc Rf t−¬ng øng cña c¸c protein ph¸t 

hiÖn trªn cét läc gel hoÆc trªn b¶n gel vµ x¸c ®Þnh KLPT cña colagenase 

[93]. 

3.2.3. Nghiªn cøu øng dông 

KiÓm  nghiÖm tÝnh an toµn cña chÕ phÈm enzym colagenase 

TÝnh an toµn cña chÕ  phÈm enzym colagenase tõ B. Subitilis FS – 2 

®−îc kiÓm nghiÖm theo ph−¬ng ph¸p th−êng quy trªn ®éng vËt thö nghiÖm 

chuét lang tr¾ng vµ chét nh¾t. 

Nghiªn cøu æn ®Þnh ho¹t tÝnh enzym : enzym ®−îc nghiªn cøu æn 

®Þnh ho¹t tÝnh víi c¸c chÊt bæ sung nh− tinh  bét biÕn tÝnh, ion, canxi, 

glycerol PPVP, chitosan vµ muèi. ChÕ phÈm ®−îc theo dâi ë nhiÖt ®é l¹nh 

hoÆc nhiÖt ®é th−êng. KiÓm tra ®Þnh kú ho¹t ®é enzym vµ so s¸nh ho¹t ®é 

tµi thêi ®iÓm tr−íc b¶o qu¶n. 

Thö nghiÖm ho¹t tÝnh ph©n gi¶i protein g©y dÞ øng. 

 Xö lý gliadin vµ - casein víi colagenase [54]. Dung dÞch c¬ chÊt  

1% trong ®Öm phoph¸t natri 0,1 M, pH 7 ®−îc läc qua mµng läc 0,45 

s∝

µ m 

råi trén víi dung dÞch enzym tinh khiÕt. Mét hçn hîp t−¬ng tù khi thay 

dung dÞch enzym b»ng dung dÞch ®Öm ®−îc dïng lµm mÉu ®èi chøng. C¸c 

hçn hîp ®−îc ñ ë 370C trong 24giê m¸y l¾c ngang. C¬ chÊt vµ s¶n phÈm 
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ph¶n øng ®−îc ph©n t¸ch trªn SDS – PAGE 12,5% vµ ®−îc göi ®i thö 

nghiÖm víi huyÕt thanh cña bÖnh nh©n dÞ  øng víi gliadin vµ - cansein 

trong ph¶n øng ELISA. 

s∝

Nghiªn cøu kh¶ n¨ng ph©n gi¶i colagen, myofibrin, g©n bß vµ thÞt bß 

cÊp thÊp b»ng chÕ phÈm enzym nghiªn cøu. 

ñ c¸c mÉu protein nghiªn cøu víi enzym, sau c¸c kho¶ng thêi gian 

kh¸c nhau, ®iÖn di ph©n t¸ch s¶n phÈm. Ph©n tÝch hµm l−îng – NH2 gi¶i 

phãng c¸c mÉu thÝ nghiÖm b»ng ph−¬ng ph¸p Ninhydrin. 

 

S¶n xuÊt s¶n phÈm thö nghiÖm (xóc xÝch bÝt tÕt) 

ThÞt bß cÊp thÊp  ®−îc lo¹i bá gÇn, mì, mµng b¸m dÝnh. Sau ®ã, thÞt 

®ùoc xay nhá võa ph¶i ®Ó qua ®ªm ë –200C. H«m sau ®Ó thÞt ë 4 giê. Sau 

thêi gian nµy thÞt ®−îc dïng ®Ó lµm s¶n phÈm.  S¶n phÈm cã xö lý enzym 

bao gåm c¸c thµnh phÇn : ThÞt bß, NaCl, Na5P3O10 A( Cã t¸c dông lµm t¨ng 

®é kÕt dÝnh cña thÞt), Colagenaza (100: 0,75: 0,5: 0,4). Hçn hîp ®−îc trén 

®Òu vµ ®Ó nhiÖt ®é th−êng 1 giê. Sau ®ã, ®Þnh l−îng, ®Þnh h×nh, ®ãng gãi 

ch©n kh«ng vµ b¶o qu¶n s¶n phÈm ë 200C. S¶n phÈm kiÓm chøng ®−îc lµm 

t−¬ng tù nh−ng ®−îc xö lý víi colagenase. Ph©n tÝch hµm l−îng nhãm amin 

®−îc gi¶i phãng do t¸c dông cña  colagenase vµ ®¸nh gi¸ c¶m quan s¶n 

phÈm. 

Nghiªn cøu sö dông  colagenase trong s¶n xuÊt n−íc m¾m 

Ch−îp c¸ ®−îc mua ë c¬ së s¶n xuÊt n−íc m¾m C¸t H¶i, th¸ng 

7/2003, ñ t¹i PTN  trong c¸c chËu thuû tinh cã dÉn dÞch. Th¨m dß kh¶ n¨ng 

ph©n gi¶i  da c¸c cña  colagenase vµ FA-2. Quan s¸t ®é thay ®æi da c¸c, 

biÕn ®æi hµm l−îng axit amin. Sau 4 th¸ng ñ ch−îp, bæ sung chÕ phÈm 

enzym víi liÒu l−îng kh¸c nhau, ®¸nh gi¸ l−îng dÞch thu ®−îc vµ tèc ®é 

ch¶y cña dÞch so víi ®èi chøng kh«ng bæ sung enzym. §¸nh gi¸ ®é n¸t nhõ/ 
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®é ngÊu cña ch−îp cña mÉu thÝ nghiÖm vµ ®èi chøng. So s¸nh c¸c thÝ 

nghiÖm víi  colagenase vµ ®èi chøng. 

TÊt c¶ c¸c thÝ nghiÖm trong nghiªn cøu ®−îc lËp l¹i Ýt nhÊt hai lÇn. 

 

 

 

 

 

Ch−¬ng IV 

KÕt qu¶ nghiªn cøu 

 

4.1 Ph©n lËp, tuyÓn chän vµ ®Þnh tªn vi khuÈn kh¶ n¨ng tæng hîp  

colagenase 

4.1.1. Ph©n lËp hÖ vi khuÈn tæng hîp  colagenase. 

MÉu thùc  phÈm lªn men truyÒn thèng thu thËp ®−îc bao gåm 26 mÉu 

tõ c¸c n−íc trong khu vùc §«ng Nam ¸: 13 mÉu thÞt lªn men (nem chua, 

ViÖt Nam  wethachin, Myama), 6 mÉu  ch−îp c¸ lªn men (n−íc m¾m, ViÖt 

Nam ; padek, Lµo), 3 mÉu chao (Trung Quèc), 2 mÉu m¾m t«m, 2  mÉu 

t−¬ng ViÖt Nam. 

Cã 11/26 mÉu d−¬ng tÝnh cho phÐp nhËn ®−îc c¸c khuÈn l¹c cã vßng 

thñy ph©n (xem b¶ng A1, phô lôc A). Tõ  c¸c mÉu nµy, thu ®−îc tæng céng 

53 khuÈn l¹c cã t¹o vßng thñy ph©n trong vßng 24-48 giê nu«i trªn ®Üa 

th¹ch – clagen. ChØ cã 8/53 chñng thÓ hiÖn ho¹t tÝnh  colagenase. C¸c khuÈn 

l¹c t¹o vßng thuû ph©n cßn l¹i cã thÓ chøa c¸c vi khuÈn cã ho¹t tÝnh 

gelatinaza. 

///// 
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4.1.2. §Þnh tªn vi khuÈn 

FS-2 (h×nh 1b) lµ trùc khuÈn m¶nh, dµi  3 µm, cã tÝnh chÊt nhuém 

Gram thay ®æi theo tuæi cña canh tr−êng lµ vi khuÈn Gram d−¬ng khi nu«i 

24 giê trªn m«i tr−êng NA vµ chuyÓn sang Gram ©m khi canh tr−êng giµ. 

FS-2 ®−îc ®Þnh tªn b»ng kÝt ®Þnh tªn API 50CH, API 50 CHB  vµ API 

50 CHL. KÕt qu¶ kh¶o s¸t c¸c ®Æc tÝnh h×nh th¸i vµ ph©n lo¹i cña FS-2 x¸c 

®Þnh FS 2 lµ Bacillus subtilis víi ®é phï hîp cña c¸c thö nghiÖm lµ 99,9% 

sau 48 giê kiÓm tra. KÕt qu¶ ®Þnh tªn ®−îc tr×nh bµy trong b¶ng A3, phô lôc 

A. 

FS-2 ®−îc x¸c ®Þnh lµ Bacillus subtilis vµ cã kh¶ n¨ng tæng hîp 

colagenase ®−îc biÕt  ch¾c ch¾n lµ an toµn kÓ c¶ cho viÖc øng dông trong 

thùc phÈm. 

 

4. 2 Nghiªn cøu quy tr×nh sinh tæng hîp colagenase tõ B.subtilis 

FS - 2 

Do c¸c hiÓu biÕt chung vÒ Bacillus ®· tr×nh bµy trong phÇn tæng quan 

tµi liÖu, trong nghiªn cøu cña m×nh, chóng t«i lùa chän nghiªn cøu s©u mét 

sè c¸c yÕu tè quan träng quyÕt ®Þnh tíi viÖc tæng hîp colagenase nh− nguån 

nit¬ vµ kh¶ n¨ng c¶m øng sù tæng hîp enzym nhê c¸c cÊu tõ m«i tr−êng 

còng nh− t×m hiÓu b¶n chÊt sù tæng hîp c¶m øng enzym. C¸c ®iÒu kiÖn nu«i 

cÊy kh¸c nh− pH m«i tr−êng ®−îc chän cè ®Þnh ë gi¸ trÞ pH trung tÝnh, 

kh«ng kiÓm so¸t pH cho c¸c thÝ nghiÖm trªn m¸y l¾c vµ cã kiÓm so¸t pH 

khi nu«i trong b×nh lªn men. Tèc ®é th«ng khÝ ®−îc tho¶ m·n tèi ®a b»ng 

c¸ch nu«i trªn m¸y l¾c ngang trong c¸c b×nh lªn men cã mÊu l¾c hoÆc 

kh«ng khÝ víi tèc ®é 7 lÝt kh«ng khÝ / phót lªn nu«i trong b×nh lªn men dung 

tÝch 3 lÝt víi dung tÝch sö dông lµ mét lÝt, nång ®é «xy  hoµ tan ®¹t 75% 

nång ®é b·o hoµ. 

4.2.1. ¶nh h−ëng cña c¬ chÊt lªn sù sinh tr−ëng cña vi khuÈn 
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KÕt qu¶ kh¶o s¸t ¶nh h−ëng cña c¸c chÊt (h×nh 2) cho thÊy kh«ng cã 

sù kh¸c biÖt lín nµo vÒ kh¶ n¨ng ph¸t triÓn cña B.subtilis FS - 2 trªn c¸c 

m«i tr−êng chøa c¸c c¬ chÊt kh¸c nhau so s¸nh chóng víi sù ph¸t triÓn cña 

FS - 2 trªn m«i tr−êng NA, m«i tr−êng ®−îc coi lµ thÝch hîp cho sù ph¸t 

triÓn cña B.subtilis nãi chung. Nh− vËy, mét trong c¸c c¬ chÊt nghiªn cøu 

colagen, casein, gelatin cïng víi glucoza 1% ®Òu cã thÓ dïng ®Ó chuÈn bÞ 

canh tr−êng nh©n gièng cho c¸c thÝ nghiÖm tiÕp theo. §Ó rót ng¾n pha thÝch 

øng. B.subtilis FS - 2 ®−îc ho¹t ho¸ tr−íc trong cïng m«i tr−êng. Canh 

tr−êng nu«i 6 giê trong ®iÒu kiÖn nh− vËy trªn c¬ chÊt gelatin 0,3% - 

glucoza 1% ®−îc chän lµm canh tr−êng gièng cho c¸c thÝ nghiÖm  sau nµy. 

/////// 

4.2.2. Nghiªn cøu tæng hîp c¶m øng colagenase b»ng B.subtilis 

FS-2 

C¬ chÊt colagen 

KÕt qu¶ kiÓm tra cho thÊy canh tr−êng chøa colagen tÝch luü enzym 

víi ho¹t ®é cao (®¹t 0,126 U/ml) trong khi canh tr−êng FS-2 trªn NA chØ 

tæng hîp ®−îc mét l−îng colagenase kh«ng ®¸ng kÓ (0,012U/ml, t−¬ng 

®−¬ng víi 1% ho¹t ®é enzym so víi canh tr−êng chøa colagen). Theo tiªu 

chuÈn quy −íc cña Karstrom [4], “ mét enzym ®−îc gäi lµ c¶m øng nÕu nh− 

sù h×nh thµnh nã ®−îc t¨ng lªn Ýt nhÊt lµ 5 lÇn khi thªm ®èi chÊt ®Æc hiÖu 

vµo m«i tr−êng”. Theo quan niÖm ®ã, trong thÝ nghiÖm nµy, FS - 2 lµ vi 

khuÈn tæng hîp colagenase theo c¬ chÕ c¶m øng víi colagen. 

./////// 

H×nh 3: Sù tæng hîp colagenase phô thuéc vµo colagen 

* OD cña canh tr−êng chøa colagen: * OD cña canh tr−êng NA; 

* Ho¹t ®é colagenase cña canh tr−êng chøa colagen; * ho¹t ®é 

colagenase cña canh tr−êng chøa colagen. 

H×nh 4. ¶nh h−ëng cña c¬ chÊt lªn sù tæng  hîp colagenase 

- �- , OD - casein   -+-, OD - ®èi chøng - -, colagenase - gelatin 
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- //-, OD - colagen   - -, colagenase - casein- -, colagenase - ®èi 

chøng. 

-O-, OD - polypepton - -, colagenase - colagen- 

- //,  OD -genlatin   - -, colagenase polypepton  

 

Thö nghiÖm víi c¸c c¬ chÊt kh¸c 

§Ó  kh¼ng ®Þnh l¹i nhËn xÐt trªn, c¸c thÝ nghiÖm ®−îc thùc hiÖn víi 

c¸c c¬ chÊt thö nghiÖm bao gåm casein, gelatin, colagen, polypen nh− ®· 

tr×nh bµy trong phÇn ph−¬ng ph¸p. 

KÕt qu¶ thö nghiÖm ®−îc tr×nh bµy trong h×nh 4. Sù tæng hîp 

colagense  trong c¸c canh tr−êng ®−îc ph¸t hiÖn ë giê thø hai sau khi ®−a 

c¸c tÕ bµo vi khuÈn tiÕp xóc víi c¬ chÊt. Canh tr−êng B. subtilis FA-2 trong 

®iÒu kiÖn thÝ nghiÖm cã kh¶ n¨ng tæng hîp enzym cao nhÊt khi cã mÆt c¬ 

chÊt lµ colagen, gÇn gÊp hai lÇn so víi khi cã mÆt gelatin, casein vµ 

polypepton. Trong canh tr−êng ®èi chøng, ho¹t ®é enzym chØ ®¹t cì 1% so 

víi canh tr−êng colagen. 

“Mét enzym ®−îc coi lµ c¶m øng nÕu khi chuyÓn sinh khèi vi sinh vËt 

ph¸t triÓn tr−íc trªn m«i tr−êng kh«ng cã ®æi chÊt ®Æc hiÖu sang dung dÞch 

®Öm cã ®èi chÊt ®Æc hiÖu th× tæng hîp enzym kh«ng ph¶i lµ b¾t ®Çu ngay mµ 

ph¶i sau mét thêi gian tÝnh b»ng giê. §iÒu nµy cÇn thiÕt ®Ó chøng  minh t¸c 

®éng cña ®èi chÊt nh− mét chÊt c¶m øng kÝch bé m¸y tæng hîp enzym cña 

tÕ bµo vµ ph¶i sau mét kho¶ng thêi gian ®ñ dµi nh− vËy enzym míi ®−îc 

h×nh thµnh de novo”[4]. Kh¶ n¨ng c¶m øng sù sinh tæng hîp enzym cña c¸c 

c¬ chÊt nghiªn cøu, xÕp theo thø tù gi¶m dÇn, lµ colagen, gelatin, 

polypepton vµ cuèi cïng lµ casein. 

¶nh h−ëng ña nång ®é polypepton 

Tãm t¾t: FS- 2 ®−îc nu«i trong b×nh tam gi¸c 300ml cã chøa 100ml 

m«i tr−êng II, ®−îc cÊy 5% canh tr−êng gièng 6 giê nu«i trªn m«i tr−êng 

gièng gelatin 0,3%. C¸c b×nh thÝ nghiÖm ®−îc bæ sung gelatin 0,3% vµ 

polypepton ë c¸c nång ®é kh¸c nhau. 0%, 0,25%, 0,5%, 0,75%, 1% , 2,5% 
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vµ 5%. C¸c canh tr−êng ®−îc nu«i trªn m¸y l¾c ë 32 +  30C. KÕt qu¶ thö 

nghiÖm ¶nh h−ëng cña c¸c nång ®é polypepton kh¸c nhau ®Õn sù tæng hîp 

enzym khi cã mÆt c¬ chÊt gelatin ®−îc tr×nh bµy ë h×nh 5. KÕt qu¶ cho thÊy 

polypepton cïng  víi gelatin ®ãng vai trß chÊt c¶m øng sinh tæng hîp 

colagenase ë B. subtilis FS – 2 nh−ng chØ ë mét giíi h¹n nång ®é, trong 

®iÒu  kiÖn thÝ nghiÖm nµy lµ 0,75%. V−ît qu¸ gi¸ trÞ  nµy. polypepton cã t¸c 

dông nh− chÊt k×m h·m enzym. KÕt qu¶ nµy t−¬ng tù  nh− tr−êng hîp k×m 

h·m ho¹t tÝnh colagenase cña Vibrio alginolyticus bëi pepton ë casc nång 

®é 0,25% - 2,5% trong thêi gian ®Çu, tuy r»ng t¸c dông k×m h·m nµy bÞ lo¹i 

bá nÕu tiÕp tôc ñ enzym víi pepton trong mét thêi gian dµi. 

/////// 

4.2.3. ¶nh h−ëng cña NaCl. 

B.subtilis FA- 2 ®−îc nu«i hiÕu khÝ song song trªn hai canh tr−êng 

gièng chøa 0,3% gelatin, mét trong hai canh tr−êng cã bæ sung  NaCl 1%. 

Sau 6 giê nu«i hiÕu khÝ, c¸c tÕ bµo ®−îc ly t©m, röa4 hai lÇn víi n−íc cÊt vµ 

t¹o dÞch huyÒn phï ë thÓ tÝch ban ®Çu trong m«i tr−êng ch−aS 0,3% gelatin 

– 0,75% polypepton. TiÕn Hµ Néiµh tæng hîp enzym tõ hai dÞch huyÒn phï 

tÕ bµo thu ®−îc kÓ trªn. KÕt qu¶ thö nghiÖm ®−îc tr×nh bµy  trªn h×nh 6. 

 H×nh 7 cho thÊy khi cã mÆt NaCl trong canh tr−êng, sù tÝch luü 

enzym sím h¬n so víi canh tr−êng kh«ng cã mÆt NaCl (t−¬ng øng lµ 18giê 

vµ 24 giê). Sù cã mÆt cña NaCl ë nång ®é 1% thÝch hîp vÒ c¶ hai khÝa c¹nh: 

tÝch luü enzym sím h¬n vµ ho¹t ®é enzym cao h¬n. 

Tõ c¸c kÕt qu¶ thu ®−îc, c¹nh tr−êng gièng cho FS2 ®−îc nu«i hiÕu 

khÝ 6 giê trªn c¬ chÊt gelatin 0,3 %- glucoza 1%. M«i tr−êng glucoza 1% 

chøa hçn hîp c¬ chÊt c¶m øng gelatin 0,3 % - polypepton0,7% vµ NaCL 1% 

cã thÓ sö dông lµm m«i tr−êng tæng hîp colagenase nhë B. subtilis FS- 2 

4.3. §éng th¸i t¹o thµnh colagenase 

B. subtilis FS- 2 ®−îc nu«i hiÕu khÝ 6 giê ë 32 ± 20 trong b×nh tam 

gi¸c 300ml trªn m¸y l¾c ngang, mçi b×nh chøa 100ml m«i tr−êng nh©n 

gièng cã thµnh phÇn (g/l): glucoza 1%, K2HPO4: 2; MgSO4 . 7H2O: 0,1; 
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Citrate. 2H2O: 0,5; Cao nÊm men: 1;Gelatin: 3; pH: 7,4 mét lÝt canh tr−êng 

B. subtilis FS- 2 ®−îc cÊy tõ 50 ml canh tr−êng gièng (6 giê nuuoi hiÕu khÝ 

m¸y l¾c trong m«i tr−êng gelatin 0,3%) vµ d−îc nu«i trong thiÕt bÞ lªn men 

cã kiÓm so¸t chÕ ®é nu«i: pH 7,4 ± 0,2; nhÞªt ®é 230C ± 0,2 ; th«ng khÝ 7 lÝt 

kh«ng khÝ /phót trªn m«i tr−êng (g/l): glucoza 1%, K2HPO4: 7; CaCl2 : 0,1; 

KH2PH4 .: 2; Gelatin: 3; MgSO4.  7 H2O: o,1; Polypepton: 7,5; Cirate. 

2H2O: 05; NaCl: 10 Cao nÊm men: 1; pH: 7,4..Nång ®é oxy trong dÞch lªn 

men ®¹t 5,7mg/ml. DÞch lªn men ®−îc lÊy mÉu ®Þnh kú sau 3 giê lªn men, 

®o gi¸ trÞ OD t¹i 660 nm theo dâi sù sinh tr−ëng cña vi khuÈn, x¸c ®Þnh 

nång ®é potetin vµ ho¹t ®é enzym trong dÞch ly t©m. KÕt qu¶ phËn tÝch ®−îc 

tr×nh bµy trong h×nh 9. 

4.4. Nghiªn cøu quy tr×nh thu håi vµ tinh chÕ enzym 

4.4.1 Quy tr×nh thu nhËn chÕ phÈm enzym tinh khiÕt 

Colagenase tõ canh tr−êng B. subtilis FS- 2 ®−îc tinh chÕ theo quy 

tr×nh nhiÒu b−íc liªn tiÕp m« t¶ trªn h×nh 10. 

KÕt qu¶ ph©n tÝch Colagenase ®−îc tr×nh bµy trong c¸c phô lôc B. §é 

tinh khiÕt cña Colagenase tinh chÕ ®−îc kiÓm tra b»ng ®iÖn di trªn PAGE 

15%. §iÖn di ®å cña Colagenase thu nhËn theo quy tr×nh 1 cho thÊy enzym 

thu ®−îc lµ mét protein thuÇn nhÊt . 

 

 

Dih lªn mem B. subtilis FA- 2 

 

 

Ly t©m 

 

 

Siªu läc – YM – 10 
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DEAE Sepharose CL – 6B 

 

 

CM – Cellulose 

 

 

Butyl – Toyoearl 650M 

 

 

Sephadex G – 75 

 

 

§ång kh« 

 

B»ng  c¸ch liªn tiÕp ph©n t¸ch qua c¸c b−íc tinh chÕ nh− ®· m« t¶ ë 

trªn, Colagenase ®−îc tinh chÕ vµ ph©n tÝch hoµn toµn khái c¸c protein. 

Enzym thu ®−îc kh«ng thÓ hiÖn ho¹t tÝnh caseinaza. KÕt qña lµm s¹ch 

enzym vµ hiÖu suÊt thu håi cña tõng b−íc tinh chÕ enzym ®−îc tãm t¾t vµ 

tr×nh bµy trong b¶ng 2. 
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B¶ng 2: Møc ®é lµm s¹ch vµ hiÖu suÊt thu håi chÕ phÈn colagenase tinh khiÕt tµ B. subtilis FS - 2. 

 

Ho¹t ®é colagenase Ho¹t ®é caseinaza TT C¸c b−íc tinh chÕ ThÓ 

tÝch 

(ml) 

Protein 

tæng céng Tæng 

c«ng (U)

Riªng 

phÇn(U/mgPr)

Møc ®é 

lµm 

s¹ch(lÇn) 

HiÖu suÊt 

thu håi 

(%) 

Tæng 

c«ng (U)

Riªng 

phÇn(U/mgPr) 

1 DÞch nu«i cÊy 950 2228,00 96,90 0,043 1 100 107,35 0,047 

2 Siªu läc  37 162,80 33,30 0,201 4,8 34,4 27,38 0,15 

3 DEAE- Sepharose- 

CL6B 

70        61,30 16,8 0,274 6,4 17,3 21,00 0,34

4 CM- cellulose 30 17,10 5,13 0,300 6,9 5,2 9,90 0,58 

5 Butyl - Toyopearl 

650M 

31        5,65 3,35 0,590 13,7 3,4 - -

6 Sephadex- G75 18        2,59 1,84 0,710 16,5 1,9 - -
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4.4.2. Quy tr×nh thu nhËn s¶n phÈm enzym kü thuËt  

Víi môc tiªu sö dông kh¸c nhau, collagenase ®−îc nghiªn cøu thu håi d−íi 

d¹ng chÕ phÈm kü thuËt. Chóng t«i thö nghiÖm song song hai biÖn ph¸p thu 

håi chÕ ph©m kü thuËt theo s¬ ®å trªn h×nh 13 (quy tr×nh A vµ quy t×nh B) 

víi kÕt qu¶ ®−îc tr×nh bµy trong b¶ng  3 vµ 4 d−íi ®©y. Víi quy tr×nh nµy 

colagenase ®−îc thu håi víi hiÖu suÊt  50 - 59%, ho¹t ®éng riªng t¨ng 11,6 

lÇn. 

Quy tr×nh A 

 Canh tr−êng FS2 ®−îc nu«i nh− m« t¶  phÇn trªn. DÞch nu«i cÊy ®−îc ly 

t©m thu håi ë 10 000v/phót x 15 phót. DÞch canh trõ¬ng  ®−îc cho qua siªu 

läc víi mµng läc lo¹i bá c¸c phÇn cã träng l−îng ph©n tö d−íi 50 000Da, ¸p 

suÊt nit¬ duy tr× 0,4 atm. DÞch thu ®−îc ®em lµm ®«ng kh«. HiÖu suÊt thu 

håi enzym ®¹t 59%. Tãm t¾t qu¸ tr×nh tr×nh thu håi m« t¶ trªn b¶ng 3. 
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B¶ng 3.  HiÖu suÊt vµ møc ®é lµm s¹ch chÕ phÈm colagenase tõ B.subtilis FS - 2 theo quy tr×nh h×nh 12A. 

 

Ho¹t ®é colagenase Ho¹t ®é caseinaza 

TT C¸c b−íc thu håi 
ThÓ tÝch 

(ml) 

Protein 

tæng céng 

(mg)* 

Tæng 

céng (U)

Riªng 

phÇn 

(U/mg Pr) 

Møc ®é 

lµm s¹ch 

(lÇn) 

HiÖu suÊt 

thu håi 

(%) 

Tæng 

céng (U)

Riªng 

phÇn 

(U/mg Pr) 

1 DÞch nu«i cÊy 13 280 144 290 3 984 0,027 (1) 100 2,337 0,016 

2 Siªu läc YM - 50 1 330  10 980 3 458 0,31 (11,6) 87 2,261 0,21 

3 §«ng kh« 7,15 (g) 3 533 2 360 - - 59 501 - 

 

*, Hµm l−îng Protein ®o ë b−íc sãng 280nm, ®−êng chuÈn ®−îc thµnh lËp víi albumin huyÕt thanh bß. 
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Quy tr×nh B 

DÞch enzym th« ®−îc lµm l¹nh ë 4oC tr−íc khi kÕt tña. Dung mçi h÷u 

c¬ ®· ®−îc lµm l¹nh ë -20oC tr−íc khi ®−a vµo dÞch enzym. Toµn bé khèi 

dÞch ®−îc khuÊy trªn m¸y khuÊy tõ sao cho khèi dÞch ®−îc trén ®−îc mµ 

kh«ng t¹o bät, tr¸nh tiÕp xóc côc bé víi t¸c nh©n kÕt tña. KÕt tña ®−îc thu 

håi b»ng läc ch©n kh«ng, sau ®ã ®−îc hoµ tan trong ®Öm Tris - HCl 50mM 

vµ kiÓm tra ho¹t ®é enzym. 

Víi t¸c nh©n kÕt tña lµ cån th× hiÖu suÊt thu håi enzym rÊt thÊp chØ 

®¹t 7,96% ë nång ®é kÕt tña 80%. VËy ®©y lµ ph−¬ng ph¸p kh«ng kinh tÕ vµ 

cho hiÖu qu¶ kÐm. 

Sö dông aceton lµm t¸c nh©n kÕt tña colagenaza tèt h¬n so víi cån. 

Víi nång ®é kÕt tña 65%, hiÖu suÊt thu håi enzym ®¹t gi¸ trÞ cao nhÊt 

50,4%. Enzym sau ®ã ®−îc sÊy ch©n kh«ng hoÆc ®«ng kh«, nghiªn cøu kh¶ 

n¨ng æn ®Þnh ho¹t tÝnh enzym víi c¸c chÊt bæ sung. 

B¶ng 4: HiÖu suÊt thu håi enzym khi kÕt tña víi aceton (quy tr×nh 

12B) 

Aceton 

(%) 

V enzym 

(ml) 

H®E ®Çu 

U 

H®E thu 

®−îc U 

H/suÊt 

(%) 

50 200 6446 1197,60 18,58 

60 200 6446 1818,50 28,21 

65 200 6446 3253,30 50,47 

70 200 6446 1872,50 29,05 

 

Trªn c¬ së quy tr×nh tæng hîp vµ thu nhËn enzym, chóng t«i ®· tiÕn 

hµnh lªn men tæng hîp enzym vµ thu nhËn ®−îc 5000mg chÕ phÈm enzym 

tinh khiÕt vµ 400g chÕ phÈm enzym kü thuËt. C¸c enzym nµy ®−îc sö dông 

tiÕp tôc trong nghiªn cøu c¸c chÕ ®é æn ®Þnh enzym, kh¶o s¸t kh¶ n¨ng sö 

dông chóng vµ giíi thiÖu s¶n phÈm. 

C¸c quy tr×nh tæng hîp vµ thu nhËn enzym ®· m« t¶ trªn ®−îc kiÓm 

®Þnh ®é æn ®Þnh qua c¸c lÇn lÆp l¹i (kh«ng Ýt h¬n 50 lÇn lÆp l¹i). 
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4.5. Nghiªn cøu tÝnh chÊt cña colagenase 

4.5.1. Khèi l−îng ph©n tö 

KLPT cña enzym ®−îc x¸c ®Þnh ®ång thêi b»ng läc gel trªn Sephadex 

- G75 vµ SDS- PAGE theo c¸ch nh− ®· tr×nh bµy trong phÇn ph−¬ng ph¸p. 

X¸c ®Þnh ho¹t tÝnh colagenase víi c¬ chÊt lµ colagen kh«ng tan. 

§å thÞ biÓu diÔn quan hÖ gi÷a KLPT cña protein chuÈn víi c¸c thÓ 

tÝch röa t−¬ng øng ®−îc tr×nh bµy trªn h×nh Cl, phô lôc C cho thÊy 

colagenase cña B. subtilis FS - 2 cã KLPT nguyªn d¹ng lµ 125 kDa. 

Trªn SDS - PAGE b¨ng protein collagenase ®−îc x¸c ®Þnh ë vÞ trÝ cã 

KLPT kho¶ng 60 kDa. Nh− vËy, cã kh¶ n¨ng protein colagenase bao gåm 

hai d−íi - ®¬n vÞ, mçi d−íi - ®¬n vÞ cã KLPT xÊp xØ 60 kDa. KLPT cña 

enzym tÝnh to¸n tõ kÕt qu¶ ®iÖn ®i vµo kho¶ng 120 kDa, thÊp h¬n so víi 

KLPT nguyªn d¹ng cña enzym ®−îc x¸c ®Þnh b»ng ph−¬ng ph¸p läc gel 

trªn Sephadex - G - 75 (125 kDa). 

4.5.2. ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é lªn ho¹t tÝnh vµ tÝnh æn ®Þnh cña 

enzym NhiÖt ®é tèi −u 

ThÝ nghiÖm x¸c ®Þnh nhiÖt ®é tèi thÝch cho ph¶n øng enzym cña 

colagenase ®−îc tiÕn hµnh víi c¬ chÊt lµ gelatin ®Ó tr¸nh ¶nh h−ëng do sù 

biÕn tÝnh bëi nhiÖt cña colagen trong qu¸ tr×nh thÝ nghiÖm ë c¸c nhiÖt ®é 

kh¸c nhau: 10 - 70oC. 

KÕt qu¶ tr×nh bµy trªn h×nh 13 cho thÊy nhiÖt ®é tèi −u cho ho¹t ®éng 

cña colagenase tõ B. subtilis. FS - 2 lµ 50oC. Colagenase tõ B. subtilis. FS - 

2 cã nhiÖt ®é ho¹t ®éng tèi thÝch kh¸ cao khi so s¸nh víi c¸c colagenase 

kh¸c. Th«ng th−êng, c¸c colagenase ®−îc th«ng b¸o lµ ho¹t ®éng tèi thÝch 

trong kho¶ng nhiÖt ®é tõ 35 - 400C [38], [43]. 

§é bÒn nhiÖt 

Trong thÝ nghiÖm xem xÐt tÝnh bÒn nhiÖt cña colagenase, dung dÞch 

enzym ®−îc ñ tr−íc 30 phót ë c¸c nhiÖt ®é kh¸c nhau trong kho¶ng 10 - 

700C. Ho¹t ®é cßn l¹i cña enzym sau khi xö lý nhiÖt ®−îc x¸c ®Þnh nh− ®· 
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m« t¶ trong phÇn tr¨m so víi ho¹t ®é cña enzym xö lý ë 30oC. kÕt qu¶ ®−îc 

tr×nh bµy trªn h×nh 14. 

KÕt qu¶ xö lý nhiÖt colagenase tõ B. subtilis. FS - 2 cho thÊy chØ cã 

15% vµ 35% ho¹t tÝnh enzym bÞ mÊt sau khi xö lý enzym ë c¸c nhiÖt ®é 

t−¬ng øng 600C vµ 650C so víi ho¹t tÝnh enzym ®−îc xö lý ë 30oC. 

Colagenase tõ B. subtilis. FS - 2 lµ mét enzym bÒn nhiÖt khi so s¸nh 

víi c¸c kÕt qu¶ c«ng bè vÒ c¸c colagenase kh¸c. VÝ dô, colagenase cña 

Cytophaga sp.L43-1 bÞ mÊt 50% ho¹t tÝnh khi chÞu xö lý ë nhiÖt ®é 500C, 

colagenase cña Pseudomonas bÞ mÊt 75% ho¹t tÝnh khi chÞu xö lý ë 550C vµ 

bÞ v« ho¹t hoµn toµn khi xö lý 30 phót ë 600C; colagenase cña Bacteroides 

melaninogennicus [50] bÞ mÊt 65% ho¹t tÝnh khi chÞu xö lý 10 phót ë 60oC. 

Tuy nhiªn khi so s¸nh kÕt qu¶ thö nghiÖm tÝnh bÒn nhiÖt cña colagenase tõ 

B. subtilis. FS - 2 víi c¸c kÕt qu¶ thu ®−îc trong c¸c thÝ nghiÖm cña 

Cronlund vµ céng sù [34] l¹i thÊy r»ng colagenase tõ B. subtilis. FS - 2 cã 

tÝnh bÒn nhiÖt thÊp h¬n colagenase tõ C. histolyticum vµ A. iophagus (ho¹t 

tÝnh cña c¸c enzym nµy kh«ng ®æi ®æi hoÆc t¨ng lªn ë 650C). 

4.5.3. ¶nh h−ëng cña pH lªn ho¹t ®é vµ tÝnh æn ®Þnh pH cña 

enzym 

Trong thÝ nghiÖm x¸c ®Þnh pH tèi thÝch cho ph¶n øng enzym, ho¹t ®é 

enzym ®−îc x¸c ®Þnh t¹i pH kh¸c nhau theo ph−¬ng ph¸p ®· m« t¶ trong 

phÇn ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh ho¹t ®é enzym víi c¬ chÊt lµ gelatin. KÕt qu¶ 

kiÓm tra ¶nh h−ëng cña pH tíi ho¹t ®é cña colagenase ®−îc thÓ hiÖn trªn 

h×nh 15. 

Enzym cã ho¹t ®é cao nhÊt trong dung dÞch ph¶n øng cã pH 9 vµ 

gi¶m dÇn khi cho pH t¨ng tiÕp tôc 

KÕt qu¶ thÝ nghiÖm x¸c ®Þnh ®é æn ®Þnh pH cña colagenase tõ B. 

subtilis. FS - 2 ®−îc tr×nh bµy trªn h×nh 16. 

Ho¹t ®é enzym æn ®Þnh trong kho¶ng pH tõ 5 - 10, ®¹t Ýt nhÊt 86% so 

víi ho¹t ®é enzym x¸c ®Þnh ®−îc ë pH tèi thÝch (pH9). Trong kho¶ng pH 

7,5 tíi 10, ho¹t ®é enzym ®−îc xö lý thay ®æi rÊt Ýt. Khi so s¸nh víi c¸c d÷ 
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liÖu hiÖn cã vÒ colagense, colagenase tõ B. subtilis. FS - 2 cã ®é bÒn trong 

kho¶ng pH réng h¬n nhiÒu, tõ pH 5 - 10. §iÒu ®ã cho phÐp nghÜ ®Õn kh¶ 

n¨ng sö dông colagenase tõ B. subtilis. FS - 2 trong nhiÒu lÜnh vùc kh¸c 

nhau. 

 

4.5.4. TÝnh ®Æc hiÖu c¬ chÊt 

Enzym tinh khiÕt ®−îc thö ho¹t tÝnh trªn c¸c c¬ chÊt protein th«ng 

th−êng vµ ®Æc hiÖu nh− casein, gelatin vµ colagen. Theo kÕt qu¶ ph©n tÝch, 

enzym thuËn khiÕt thÓ hiÖn ho¹t tÝnh ®èi víi gelatin, colagen mµ kh«ng thÓ 

hiÖn ho¹t tÝnh ®èi víi casein. 

Colagenase tõ B. subtilis. FS - 2 ®−îc tinh chÕ vµ x¸c ®Þnh c¸c tÝnh 

chÊt c¬ b¶n. Colagenase tõ B. subtilis. FS - 2 lµ mét enzym t−¬ng ®èi bÒn 

nhiÖt víi nhiÖt ®é tèi −u cho ph¶n øng enzym lµ 500C; æn ®Þnh trong vïng 

pH réng tõ 5 - 10 víi pH ho¹t ®éng tèi thÝch lµ 9. Enzym tõ B. subtilis. FS - 

2 ®−îc x¸c ®Þnh lµ mét enzym ®Æc hiÖu víi colagen vµ gelatin mµ kh«ng thÓ 

hiÖn ho¹t tÝnh ®èi víi casein. PhÇn tãm t¾t c¸c tÝnh chÊt cña colagenase tõ B. 

subtilis. FS - 2 ®−îc tr×nh bµy trong b¶ng 5. 

B¶ng 5: Tãm t¾t c¸c tÝnh chÊt cña colagenase tõ B. subtilis. FS - 

2. 

NhiÖt ®é tèi −u 500C 

§é æn ®Þnh nhiÖt 600C (mÊt 15% ho¹t ®é) 

650C (mÊt 15% ho¹t ®é) 

pH tèi thÝch 9 

§é æn ®Þnh pH pH 5 - 10 

KLPT 125 kDa (hai d−íi - ®¬n vÞ) 

C¬ chÊt ®Æc hiÖu Colagen, gelatin 

 

 

////// 
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4.6. Nghiªn cøu øng dông 

4.6.1. KiÓm ®Þnh tÝnh an toµn cña chÕ phÈm enzym 

ChÕ phÈm enzym kü thuËt colagenase tõ FS-2 ®−îc kiÓm ®Þnh an toµn 

trªn ®éng vËt thö nghiÖm chuét lang vµ chuét nh¾t theo ®−êng tiªu ho¸ 

(Trung t©m kiÓm ®Þng sinh phÈm quèc gia). KÕt qu¶ kiÓm ®Þnh ®· kh¼ng 

®Þnh tÝnh an toµn cña chÕ phÈm enzym tõ B. subtilis FS-2 (phô lôc C). Nh− 

vËy chÕ phÈmcã thÓ ®−îc cho phÐp sö dông cho thùc phÈm. 

4.6.2 Nghiªn cøu æn ®Þnh enzym 

Enzym thu ®−îc ®em sÊy ch©n kh«ng ë 32 ± 2oC, hoÆc sÊy ®éng kh« 

ë chÕ ®é - 78oC, ®é ch©n kh«ng 15 mT. Enzym ®−îc bæ sung c¸c chÊt æn 

®Þnh ë c¸c nång ®é vµ theo tõng giai ®o¹n kh¸c nhau (sau khi hÕt tña vµ sau 

khi sÊy s¬ bé ®Õn ®é cÈm W = 10 - 15%). KÕt qu¶ kiÓm tra ®é æn ®Þnh cña 

colagenaza ®−îc thÓ hiÖn t¹i phô lôc D. 

B¶o qu¶n víi chÊt æn ®Þnh lµ CaCl2 vµ ®Öm Tris - HCl 50mM (B¶ng 

Dl) ChÊt æn ®Þnh lµ CaCl2 vµ CaCl2 + ®Öm Tris - HCl 50mM ®Òu cho kh¶ 

n¨ng æn ®Þnh chÕ phÈm enzym cao. Ca++ lµ ion rÊt cÇn cho qu¸ tr×nh æn ®Þnh 

ho¹t tÝnh cña colagenaza vµ cã t¸c dông gióp cho colagenaza ho¹t ®éng hiÖu 

qu¶ h¬n. 

ë nång ®é 35% (w/w), CaCl2 æn ®Þnh ho¹t tÝnh cña colagenaza hiÖu 

qu¶ nhÊt. ë nång ®é Ca++ cao h¬n th× kh¶ n¨ng hót n−íc cña chÕ phÈm còng 

t¨nmg lªn nh−ng chÕ phÈm vÉn cã thÓ bÞ mÊt ho¹t tÝnh. Cßn ë nång ®é thÊp 

h¬n còng cho hiÖu qu¶ b¶o qu¶n tèt, nh−ng kh«ng ®¹t gi¸ trÞ cao, do nång 

®é ion Ca++ ch−a ®ñ choviÖc æn ®Þnh vµ ho¹t ®éng cña enzym colagenaza. 

B¶o qu¶n víi chÊt æn ®Þnh lµ tinh bét biÕn tÝnh (b¶ng D2_) 

Sù cã mÆt cña TBBT trong chÕ phÈm colagenaza lµ t¨ng kh¶ n¨ng æn 

®Þnh cña chÕ phÈm. Tinh bét biÕn tÝnh lµ mét chÊt hót Èm rÊt tèt nªn viÖc bæ 

sung vµo trong chÕ phÈm enzym ®· gióp cho viÖc lo¹i bá n−íc cã trong 

enzym vµ lµm cho  ho¹t ®é cña enzym t¨ng lªn ®¸ng kÓ. 
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Víi c¸c nång ®é TBBT bæ  sung kh¸c nhau còng cho kh¶ n¨ng æn 

®Þnh kh¸c nhau nh−ng ®Òu lµm cho ho¹t ®é enzym t¨ng lªn ®¸ng kÓ theo 

thêi gian. Nång ®é TBBT cµng cao th× kh¶ n¨ng lo¹i n−íc ra khái enzym 

cµng tèt, gióp cho ho¹t tÝnh cña enzym còng t¨ng theo. Tuy nhiªn ë nång ®é 

TBBT lµ 35% (w/w) th× ho¹t ®é enzym t¨ng lªn mét c¸ch râ rÖt vµ ®Òu qua 

c¸c th¸ng. HiÖn t−îng nµy cã thÓ gi¶i thÝch lµ do ë nång ®é 35% (w/w) 

TBBT cã kh¶ n¨ng lo¹i n−íc cña enzym nh−ng vÉn duy tr× ®−îc hµm l−îng 

n−íc thiÕt yÕu cÇn cho cÊu tróc cña ph©n tö colagenaza. 

B¶o qu¶n víi chÊt æn ®Þnh lµ Chitosan vµ Polyvidon 25 (B¶ng D3) 

Víi chÊt b¶o qu¶n lµ Chitosan vµ PVPP th× hiÖu suÊt b¶o qu¶n còng 

t¨ng theo thêi gian. Chóng lµ nh÷ng chÊt hót Èm nªn cã thÓ gióp lo¹i bá mét 

phÇn n−íc cã trong chÕ phÈm colagenaza khi b¶o qu¶n. Chitosan cßn lµ mét 

chÊt cã kh¶ n¨ng kh¸ng khuÈn rÊt tèt vµ kh«ng cã ®éc tÝnh nªn cã thÓ ¸p 

dông trong thùc phÇm vµ y tÕ. PVPP lµ mét polyme nªn nã còng cã kh¶ 

n¨ng hót Èm tèt vµ gióp æn ®Þnh ho¹t tÝnh cña enzym. Víi hµm l−îng chÊt 

bæ sung thÊp, nã gióp cho viÖc æn ®Þnh chÕ phÈm tèt h¬n so víi Chitosan. 

B¶o qu¶n víi chÊt æn ®Þnh lµ glycerol (b¶ng D4) 

ChÕ phÈm enzym ®−îc bæ sung vµo  glycerol d−íi 2 d¹ng nh− m« t¶ 

trong phÇn “Nguyªn liÖu vµ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu”. Hçn hîp ®−îc b¶o 

qu¶n trong c¸c èng nghiÖm cã n¾p ®Ëy kÝn, ®Ò ë 0oC. C¸c kÕt qu¶ kiÓm tra 

cho thÊy glycerol cã kh¶ n¨ng æn ®Þnh ho¹t tÝnh cña colagenaza. §èi víi 

enzym ®−îc hoµ trong ®Öm tr−íc khi b¶o qu¶n, nång ®é glycerol 70% cho 

kh¶ n¨ng æn ®Þnh ®Òu qua c¸c th¸ng. ë nh÷ng nång ®é cao h¬n (80%, 90%) 

ho¹t tÝnh cña enzym cã t¨ng vµ t¨ng kh«ng ®ång ®Òu qua c¸c th¸ng. §iÒu 

nµy cã thÓ lµ do glycerol nång ®é cao ¶nh h−ëng ®Õn ph¶n øng enzym. Khi 

b¶o qu¶n d−íi d¹ng kh« trong glycerol, ho¹t tÝnh enzym t−¬ng ®èi æn ®Þnh. 

Tuy nhiªn ë nång ®é cao (9%) enzym kh«ng cßn ho¹t tÝnh. Nh− vËy, 

colagenaza ®−îc b¶o qu¶n theo c¸ch thøc nµy chØ nªn sö dông glycerol ë 

nång ®é ≤ 80%. 
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Trong sè c¸c chÊt æn ®Þnh ë trªn, TBBT chi kh¶ n¨ng æn ®Þnh tèt nhÊt 

ë nång ®é 35%. 
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¶nh 10. ChÕ phÈm colagenaza 

4.6.3. Thö nghiÖm kh¶ n¨ng ph©n gi¶i colagen vµ lµm mÒm thÞt 

Trong thÝ nghiÖm nµy, chóng t«i kiÓm tra tÝnh ®Æc hiÖu thuû ph©n  

colagenase khi sö dông colagenase lµm mÒm thÞt nh»m c¶i thiÖn c¸c ®Æc 

®iÓm bÊt lîi nh− thÞt qu¸ nhòn hoÆc kh«ng cã t¸c dông khi sö dông c¸c 

enzym lµm mÒm thÞt tr−íc ®©y. §Ó ®¹t ®−îc môc ®Ých thÝ nghiÖm, chóng t«i 

cho colagenase lÇn l−ît thuû ph©n colagen vµ protein tinh khiÕt. Sau ®ã 

kiÓm tra l¹i kh¶ n¨ng thuû ph©n cña enzym khi cho thuû ph©n thÞt chøa 

nhiÒu colagen. 

KÕt qu¶ thuû ph©n collagen (SPC) b»ng collagenase FS-2 ®−îc biÓu 

diÔn trªn 12.5% SDS-PAGE (h×nh 17A): Chuçi α - vµ β cña colagen ®−îc 

chØ b»ng mòi tªn. Collagenase FS-2 thuû ph©n collagen (®−êng 3) sau 6h 

nhanh h¬n c¸c colagenase kiÓm chøng kh¸c (®−êng 2 vµ ®−êng 4). KÕt qu¶ 

nµy chøng minh kh¶ n¨ng thuû ph©n colagen cña colagenase FS2. 

H×nh 17. TÝnh thuû ph©n ®Æc hiÖu cña colagenase 

A, S¶n phÈm thuû ph©n colagen b»ng collagenase CN2 (®−êng 2), 

FS2 (®−êng 3) M2-4 (®−êng 4) trªn SDS-PAGE 12.5% (Nagano et al., 

2001). B, Myofibrillar (®−êng 1) vµ myofibrillar thuû ph©n víi collagenase 

FS-2 30min. (®−êng 2), 60 min. (®−êng 3) trªn SDS-PAGE 15%. 

TÝnh thuû ph©n ®Æc hiÖu cña colagenase ®−îc chøng minh khi 

colagenase kh«ng thuû ph©n myofibrillra sau 30 vµ 60 min ñ víi colagenase 

(h×nh 17B). §−êng ch¹y 1 (myofibrin) cho thÊy vÞ trÝ cña 2 b¨ng protein øng 

víi actin vµ muosin 45 kDa vµ 205 kDa. S¶n phÈm thuû ph©n myofibrin víi 

colagenase (®−êng 3 vµ 4) cho thÊy actin vµ myosin kh«ng bÞ thuû ph©n. 

Nh− vËy sö dông colagenase trong lµm mÒm thÞt cã thÓ lo¹i trõ c¸c nh−îc 

®iÓm th−êng gÆp ph¶i khi sö dông c¸c enzym lµm mÒm kh¸c do tÝnh kh«ng 

®Æc hiÖu cña chóng. 

ThÝ nghiÖm ph©n gi¶i bß b»ng colagenase tõ FS-2 (b¶ng 5) chi thÊy 

sau 30 - 120 phót ñ víi enzym, hµm l−îng nhãm - NH2 cña mÉu thö nghiÖm 

t¨ng h¬n so víi mÉu ®èi chøng 200 - 1200%. §iÒu nµy kh¼ng ®Þnh kh¶ n¨ng 
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sö dông colagenase tõ FS-2 cho thuû ph©n colagen, lµm c¬ së cho viÖc lµm 

t¨ng cao chÊt l−îng thÞt chøa nhiÒu colagen vµ lµm mÒm thÞt. 

B¶ng 5. BiÕn ®æi hµm l−îng - NH2 khi thuû ph©n g©n bß b»ng 

collagenase FS - 2 

α-NH2 (mg/g) MÉu 

30 min 60 min. 90 min. 

KiÓm chøng 0.02 0.02 0.02 

MÉu 0.04 0.08 0.24 

α-NH2 mÉu (%) 200 400 1200 

 

KÕt qu¶ ph©n tÝch mÉu thÞt bß cÊp thÊp (thÞt vai) ®−îc xö lý víi enzym 

còng cho thÊy sau thêi gian xö lý 30 - 120 phót, hµm l−îng nhãm - NH2 cña 

mÉu thö nghiÖm t¨ng h¬n so víi mÉu ®èi chøng tõ 167 - 1687% (b¶ng 6). 

Nh− vËy, viÖc thuû ph©n më ®−êng colagen cña colagenase ®−îc hç trî bëi 

c¸c protease kh¸c cã mÆt trong chÕ phÈm, lµm gi¸ trÞ thÞt  t¨ng cao so víi 

mÉu kh«ng xö lý. Tuy nhiªn,do kh«ng cã ®iÒu kiÖn ph©n tÝch cÊu tróc nªn 

ch−a cã th«ng tin vÒ biÕn ®æi cÊu tróc cña mÉu xö lý d−íi d¹ng t¸c dông cña 

enzym. 

B¶ng 6. Hµm l−îng - NH2 (mg/g) gi¶i phãng do t¸c dông cña 

colagenase FS - 2. 

G©m bß ThÞt bß Xóc xÝch tõ thÞt cæThêi 

gian xö 

lý (phót) 

MÉu KC MÉu TN MÉu KC MÉu TN MÉu KC MÉu TN

30 phót 0,02 

(100%) 

0,04 

(200%) 

0,08 

(100%) 

0,10 

(125%) 

  

60 phót 0,02 0,08(400

%) 

0.08 0,38 

(475%) 

7,31 

(100%) 

8,61 

(117%) 

120 phót 0.02 0.24 

(1200%)

0.08 135 

(1678%)
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4.6.4 Thö nghiÖm kh¶ n¨ng ph©n gi¶i colagen da c¸ cña enzym vµ 

FS2 

KÕt qu¶ cho thÊy kh¶ n¨ng ph©n gi¶i da c¸ cña vi khuÈn B.subtilis FS-2 

trong ch−îp c¸ kh«ng cao. So víi mÉu ®èi chøng hµm l−îng axit amin t¨ng 

kh«ng ®¸ng kÓ ( h×nh 18A) vµ da c¸ còng kh«ng bÞ thay ®æi nhiÒu. BÒ mÆt da 

vÉn cßn nh÷ng líp nµy bªn ngoµi. HiÖn t−îng nµy cã hÓ ®−îc gi¶i thÝch lµ do 

nång ®é muèi qu¸ cao trong ch−îp c¸ ®· øc chÕ kh¶ n¨ng sinh tæng hîp 

colagenaza trong ch−îp (h×nh 18 va phô lôc E). 

///////////// 

H×nh 18: Sù t¨ng nång ®é axit amin trong ch−îp c¸ khi bæ sung FS-

2 (A) vµ enzym (B) 

Dung dÞch enzym colagenase cña FS-2 cã bæ sung da c¸ ®−îc gi÷ trong 

5 ngµy. Quan s¸t ®é thay ®æi cña da c¸ d−íi kÝnh hiÓn vi thÊy r»ng mÉu da c¸ 

mÊt ®i c¸c cÊu tróc sîi ngang, d·n në lín, mÊt s¾c tè vµ dÇn bÞ máng ®i, trong 

suèt. 

ë mÉu cã bæ sung colagenaza hµm l−îng axit amin t¨ng lªn ®¸ng kÓ so 

víi mÉu ®èi chøng. Râ rµng, colagenaza ®· ho¹t ®éng tèt trong m«i tr−êng cã 

nång ®é muèi cao. §iÒu nµy më ra kh¶ n¨ng sö dông colagenaza vµo kh©u läc 

®Ó gi¶m bít khã kh¨n ®ång thêi rót ng¾n thêi gian s¶n xuÊt n−íc m¾m. Sau 

khi bæ sung, colagenaza ho¹t ®éng tèt sau kho¶ng thêi gian 24 - 48 giê. VËy 

trong s¶n xuÊt n−íc m¾m muèn ®¹t hiÖu qu¶ xö lý cao ta cã thÓ kÕt hîp c¶ 2 

ph−¬ng ph¸p: bæ sung B.subtilis FS-2 vµo giai ®o¹n ®Çu cña c«ng ®o¹n muèi 

c¸ vµ ë giai ®o¹n cuèi cña qu¸ tr×nh nµy th× bæ5 sung colagenaza ( h×nh 18B). 

4.5.6. Kh¶ n¨ng sö dông colagenase trong ph©n gi¶i mét sè protein dÞ 
øng 
 

Nh− ®· tr×nh bµy trong phÇn ph−¬ng ph¸p, gliadin vµ α3 - casein ®−îc 

sö dông trong thÝ nghiÖm ph©n gi¶i bëi colagenase cña β. Subtilis FS-2 víi vai 

trß c¸c c¬ chÊ protein cã kh¶ n¨ng g©y dÞ øng ®Ó thö nghiÖm kh¶ n¨ng lµm 
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gi¶m tÝnh g©y dÞ øng cña enzym. C¸c hçn hîp ph¶n øng trong ®Öm photphat 

natri 0,1 M, pH7 víi tû lÖ enzym: c¬ chÊt lµ 1: 100 ®−îc ñ ë 370C trong 24 giê 

trªn m¸y l¾c ngang. MÉu ®èi chøng lµ mét hçn hîp t−¬ng tù khi thay dung 

dÞch enzym b»ng dung dÞch ®Öm. S¶n phÈm ph¶n øng ®−îc ph©n t¸ch trªn 

SDS-PAGE nång ®é 12,5%. 

KÕt qu¶ ph©n t¸ch hçn hîp s¶n phÈm ph©n gi¶i gliadin vµ α3 - casein 

b»ng colagenase cña β. Subtilis FS-2 trªn SDS - PAGE 12,55 ®−îc tr×nh bµy 

trªn h×nh 19. 

KÕt qu¶ cho thÊy c¸c mÉu sau 24 giê xö lý víi enzym kh«ng thÓ hiÖn 

trªn ®iÖn di ®å c¸c b¨ng protein cña gliadin vµ α3 - casein. Colagenase cã kh¶ 

n¨ng biÕn cÊu tróc protein nµy, ph©n gi¶i c¸c c¬ chÊt dÞ øng vµ t¸i kÕt hîp t¹o 

thµnh chÊt cã KLPT cao h¬n mµ kh«ng ph©n gi¶i t¬Ý axit amin sau 24 giê thÝ  

nghiÖm. 

////// 

C¸c ph¶n øng ph©n gi¶i gliadin vµ α3 - casein bëi colagenase tõ B. 

Subtilis FS-2  ®−îc göi thö nghiÖm víi huyÕt thanh cña c¸c bÖnh nh©n dÞ øng 

víi s¶n phÈm s÷a vµ bét mú trong ph¶n øng ELISA. 

Theo ®¸nh gi¸, nÕu gi¸ trÞ ®o ®−îc cña hçn hîp ph¶n øng miÔn dÞch 

ELISA cho gi¸ trÞ nhá h¬n 0,05 (®o t¹i b−íc sãng 490mm) th× s¶n phÈm thö 

nghiÖm kh«ng cã tÝnh dÞ øng. KÕt qu¶ thö nghiÖm ELISA víi s¶n phÈm ph©n 

gi¶i bëi colagenase sau 24 giê cña c¶  gliadin vµ α3 - casein ®Òu cho gi¸ trÞ 

nhá h¬n 0,05 trong khi thö nghiÖm víi gliadin vµ α3 - casein trong mÉu ®èi 

chøng t¹i 0 giê vµ 24 giê còng nh− c¸c mÉu thÝ nghiÖm t¹i 0 giê cho kÕt qu¶ 

lín h¬n 2.0. Nh− vËy, sau khi ®−îc xö lý 24 giê víi colagenase cña B. Subtilis 

FS-2, c¸c s¶n phÈm ph©n gi¶i cña protein dÞ øng nghiªn cøu kh«ng cßn thÓ 

hiÖn tÝnh g©y dÞ øng. 

KÕt qu¶ thÝ nghiÖm ®· chøng minh kh¶ n¨ng sö dông colagenase thu 

®−îc tõ B. Subtilis FS-2 trong viÖc c¶i thiÖn tÝnh chÊt g©y dÞ øng cña mét sè 

thùc phÈm g©y dÞ øng nghiªn cøu th«ng qua kh¶ n¨ng ph©n c¾t h¹n chÕ ®Æc 
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hiÖu cña b¶n th©n colagenase. ViÖc sö dông colagenase tõ B. Subtilis FS-2 cho 

thÊy kÕt qu¶ t−¬ng tù nh− kÕt qu¶ sö dông colagenase tõ C.histobyticum víi 

tÝnh chÊt c«ng nghÖ c¶i thiÖn h¬n so víi viÖc sö dông c¸c proteaza ph©n c¾t 

kh«ng ®Æc hiÖu kh¸c. H¬n thÕ n÷a,  kh¶ n¨ng ph©n c¾t h¹n chÕ protein tíi c¸c 

peptit mµ kh«ng tíi c¸c axit amin cña colagenase cßn lµ c¬ së cho viÖc sö 

dông enzym nµy cho viÖc thuû ph©n h¹n chÕ protein víi môc ®Ých c¶i thiÖn 

tÝnh chÊt chøc n¨ng vµ dinh d−ìng cña c¸c protein trong c¸c c«ng nghÖ 

protein. 

4.6.6. Thö nghiÖm s¶n xuÊt mét sè s¶n phÈm thö nghiÖm 

S¶n phÈm tõ thÞt bß cÊp thÊp: 

Tõ c¸c kÕt qu¶ thu ®−îc, chóng t«i tiÕn hµnh thö nghiÖm s¶n xuÊt mét 

sè s¶n phÈm tõ thÞt bß cÊp thÊp chøa nhiÒu colagen (xuc xich tõ thÞt vai, thÞt 

cæ, bittet thÞt vai), xö lý víi colagenase cña FS-2 trong 60 phót ë nhiÖt ®é 

110C, ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng thñy ph©n cña mÉu vµ ®¸nh gi¸ c¶m quan s¬ bé mÉu 

thÝ nghiÖm. KÕt qu¶ thùc nghiÖm cho thÊy cã sù  kh¸c biÖt vÒ hµm l−îng - 

NH2 cña mÉu xö lý so víi ®èi chøng (t¨ng t−¬ng øng lµ 7,5 vµ 17%. KÕt qu¶ 

®¸nh gi¸ c¶m quan so s¸nh cho thÊy cã sù kh¸c biÖt vÒ ®é mÒm cña mÉu. 

Quy tr×nh t¹o s¶n phÈm nh− sau: 

   ThÞt (vai, ch©n bß) 

    ↓ 

   Lo¹i bá mµng, g©n 

    ↓ 

   Xay nhá  1 - 2mm 

    ↓ 

   §Ó qua ®ªm - 200C 

    ↓ 

   Lµm Êm 40C/4h 

    ↓ 

 Gia vÞ bæ sung -> Phèi trén - > colagenase 

 

   Ph¶n øng 11-150C/1h 
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  ↓    ↓ 

 Nhåi xóc xÝch  ®Þnh l−îng, ®Þnh h×nh bitet 

  ↓    ↓ 

  SÊy   §ong gãi ch©n kh«ng 

  ↓    ↓ 

 B¶o qu¶n s¶n phÈm B¶o qu¶n s¶n phÈm 
 

C«ng thøc s¶n phÈm thö nghiÖm nh− sau: 

 ThÞt bß : 100gam 

 NaCl  : 0,75gam 

 Na5P3O10 : 0,5gam 

 Colagenaza : 128U 

Gia vÞ chøa colagenase 

Trªn c¬ së c¸c kÕt qu¶ tr×nh bµy ë trªn, chóng t«i thiÕt  lËp mét c«ng 

thøc gia vÞ chøa colagenase dïng cho thÞt bß chøa nhiÒu colagenase ®Ó sö 

dông th«ng dông. TÊt c¶ c¸c thµnh phÇn gia vÞ ®−îc sÊy kho t¸ch riªng t−íc 

khi ®em phèi trén víi nhau. Gia vÞ chøa 10U/g colagenase 

¶nh chôp c¸c mÉu s¶n phÈm ®−îc tr×nh bµy trong phô lôc F. 

Ch−¬ng V. §¸nh gi¸ kÕt qu¶ 

5.1. §é tin cËy cña kÕt qu¶ 

Mäi thÝ nghiÖm thùc hiÖn trong b¸o c¸o nµy ®Òu ®−îc lÆp l¹i Ýt nhÊt hai 

lÇn. C¸c thÝ nghiÖm ®−îc thùc hiÖn víi ho¸ chÊt tinh khiÕt sö dông cho nghiªn 

cøu. ThiÕt bÞ vµ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøulµ th«ng dông, hiÖn ®¹i vµ tin cËy. Do 

vËy mäi sè liÖu thu ®−îc theo ®Òu tµi lµ c¸c sè liÖu trung thùc, chÝnh x¸c vµ tin 

cËy. 

5.2. TÝnh æn ®Þnh cña c«ng nghÖ 

C¸c quy tr×nh c«ng nghÖ kÕt qu¶ nghiªn cøu ®Ó ®Ò tµi ®Òu ®−îc lÆp l¹i 

kh«ng d−íi 50 lÇn. C¸c lÇn thÝ nghiÖm ®Òu cho kÕt qu¶ lÆp l¹i. Nh− vËy quy 

tr×nh c«ng nghÖ cña ®Ò tµi nµy rÊt tin cËy vµ æn ®Þnh, tuy nhiªn míi chØ ë m« 

h×nh phßng thÝ nghiÖm. 
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Mét yÕu tè kh¸c còng cÇn l−u ý lµ do môc tiªu cña ®Ò tµi lµ sö dông 

colagenase cho s¶n xuÊt thùc phÈm, do vËy ®Ó ®Ò tµi chñ tr−¬ng tËp trung 

nghiªn cøu quy tr×nh thu nhËn chÕ phÈm enzym kü thuËt vµ an toµn. Quy tr×nh 

®· ®−îc hoµn chØnh vµ kiÓm tra tÝnh æn ®Þnh còng nh− ®iÒu kiÖn æn ®Þnh ho¹t 

tÝnh enzym. Enzym còng ®−îc kiªm tra tÝnh an toµn ®Ó dïng trong thùc phÈm. 

5.3. KÕt qu¶ ®µo t¹o 

§Ò tµi ®· tham gia ®µo t¹o 04 c¸n bé khoa häc ë tr×nh ®é ®¹i häc, 01 

tiÕn sÜ vµ n©ng cao tr×nh ®é cña c¸ c¸n bé tham gia ®Ò tµi trong lÜnh vùc c«ng 

nghÖ enzym vµ c«ng nghÖ vi sinh. 

5.4. §¸nh gi¸ toµn diÖn. 

§Ò tµi nghiªn cøu ®· hoµn thµnh môc tiªu nghiªn cøu ®Æt ra. C¸c kÕt 

qu¶ ®Ò tµi ®· gãp thªm kiÕn thøc vÒ c«ng nghÖ enzym t¹i ViÖt Nam  (enzym 

colagenase lµ enzym ch−a ®−îc nghiªn cøu t¹i ViÖt Nam) còng nh− t×m ra 

nguån enzym an toµn cho phÐp khai th¸c sö dông enzym nµy cho thùc ph¶am 

vµ trong c¸c ngµnh kh¸c. Do lµ mét ®Ò tµi nghiªn cøu më ®Çu còng nh− môc 

tiªu ®Ò tµi lµ t×m kiÕm nguån enzym, c¸c kÕt qu¶ ®Ò tµi lµ ë quy m« phßng thÝ 

nghiÖm. 

 

KÕt luËn vµ kiÕn nghÞ 

 

Tõ kÕt qu¶ nghiªn cøu ®· tr×nh bµy, chóng t«i xin ®−îc rót ra mét sè 

kÕt luËn sau ®©y: 

1. §· ph©n lËp vµ x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh colagenase cña hÖ vi sinh vËt cña 

mét sè thùc phÈm lªn men truyÒn thèng ë ViÖt Nam vµ c¸c n−íc l©n cËn. 

§· lùa chän ®−îc chñng vi khuÈn kh«ng sinh ®éc tè Bacilus subtilis FS - 2 

®−îc ph©n lËp tõ ch−îp c¸ lµ chñng ho¹t ®éng nhÊt trong bé s−u tËp. 

2. Hoµn thiÖn 01 quy tr×nh tæng hîp enzym víi m«i tr−êng nh©n 

gièng, m«i tr−êng tæng hîp enzym, thêi gian tèi thÝch thu nhËn enzym víi 
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c¬ chÊt lµ gelatin - polypepton - glucose (0,3% - 0,75% - 1%), NaCl 1%, 35 

- 370C, pH 7,4. enzym thu nhËn ë gi÷a pha c©n b»ng (28h). 

3. §Ò xuÊt 01 quy tr×nh thu nhËn chÕ phÈm enzym tinh khiÕt. Hoµn 

thiÖn 02 quy tr×nh thu nhËn enzym kü thuËt. C¸c quy tr×nh nµy cho phÐp thu 

håi enzym víi hiÖu suÊt 50 - 59%. 

4. §· x¸c ®Þnh ®−îc c¸c ®Æc tÝnh c¬ b¶n cña colagenase cña B. 

subtilis FS - 2: ®iÒu kiÖn tèi −u cho ph¶n øng enzym: 50oC, pH 9; enzym 

bÒn ë nhiÖt ®é cao (mÊt 15% vµ 35% ho¹t ®é ë 60oC vµ 65oC), bÒn trong 

vïng pH 5 - 10; KLPT cña enzym: 125 kDa, bao gåm hai d−íi - ®¬n vÞ cã 

KLPT mçi phÇn 60 kDa; c¬ chÊt ®Æc hiÖu: colagen vµ gelatin. 

5. ChÕ phÈm enzym ®−îc lµm æn ®Þnh víi c¸c chÊt bæ sung vµ æn ®Þnh 

kh¸c nhau, d−íi d¹ng c¸c chÕ phÈm kü thuËt cho c¸c môc ®Ých sö dông 

kh¸c nhau: tinh bét biÕn tÝnh, Ca+2, Chitosan…ChÕ phÈm ®−îc thö nghiÖm 

æn ®Þnh ho¹t tÝnh trong thêi gian b¶o qu¶n. 

6. Kh¶o s¸t tÝnh an toµn cña chÕ phÈm cho thÊy chÕ phÈm ®¹t tiªu 

chuÈn an toµn. 

7. §· nghiªn cøu th¨m dß kh¶ n¨ng sö dông colagenase tõ B. subtilis 

S - 2 ®Ó lµm gi¶m tÝnh g©y dÞ øng cña mét sè protein thùc phÈm lµm c¬ së 

t¹o ra c¸c s¶n phÈm kh«ng dÞ øng. 

8. Sö dông colagenase lµm t¨ng chÊt l−îng v thÞt chøa nhiÒu colagen, 

n©ng cao gi¸ trÞ t¨ng cho s¶n phÈm. Colagenase ®−îc chøng minh ®Æc tÝnh 

®Æc hiÖu trong lµm mÒm thÞt. 

9. Nghiªn cøu th¨m dß kh¶ n¨ng sö dông colagenase trong s¶n xuÊt 

n−íc m¾m cho thÊy enzym thuû ph©n d©n téc c¸ chØ sau 1 ngµy nu«i cÊy 

cïng FS - 2. Hµm l−îng axit min ch−îp c¸ t¨ng 25% khi bæ sung enzym 

trong ch−îp. KÕt qu¶ nµy cho phÐp n©ng cao hiÖu suÊt thu håi vµ rót ng¾n 

thêi gian läc n−íc m¾m. 

10. Thö nghiÖm s¶n xuÊt mét sè s¶n phÈm: chÕ phÈm enzym kü thuËt, 

gia vÞ chøa colagenase, xóc xÝch vµ bitÕt tõ thÞt bß chøa nhiÒu colagen. 
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KiÕn nghÞ 
 

1. Ch−a cã ®ñ thêi gian, kinh phÝ vµ c¬ së vËt chÊt ®Ó s¶n xuÊt thö 

enzym ë quy m« lín h¬n, thu nhËn l−îng lín enzym ®Ó cã thÓ tiÕn ®Õn giíi 

thiÖu s¶n phÈm réng r·i, do vËy kh¶ n¨ng ®−a kÕt qu¶ nghiªn cøu ra thùc tÕ 

bÞ h¹n chÕ. 

2. §Ò nghÞ ®−îc tiÕp tôc khai th¸c kÕt qu¶ nghiªn cøu vµ khai th¸c 

øng dông thùc tÕ trong lÜnh vùc thùc phÈm vµ c¸c lÜnh vùc kh¸c. 

 

Nhãm thùc hiÖn ®Ò tµi “Nghiªn cøu ph©n lËp, tuyÓn chän, sinh tæng 

hîp enzym colagenase vµ øng dông trong thùc phÈm” xin tr©n träng c¶m ¬n 

Bé KHCN vµ Ban chñ nhiÖm ch−¬ng tr×nh C«ng nghÖ sinh häc, Ban chñ 

nhiÖm ®Ò tµi 04 - 07 ®· cho phÐp chóng t«i ®−îc thùc hiÖn néi dung nghiªn 

cøu ®· ®¨ng ký. Chóng t«i xin ch©n thµnh c¶m ¬n sù phèi hîp cña Ban th− 

ký ®Ò tµi ®· gióp ®ì nhãm ®Ò tµi vÒ c¸c thñ tôc hµnh chÝnh cÇn thiÕt ®Ó ®Ò 

tµi cã thÓ thùc hiÖn ®óng tiÕn ®é. Nhãm ®Ò tµi Colagenase xin tr©n träng 

c¶m ¬n Ban l·nh ®¹o ViÖn C«ng nghÖ sinh häc - C«ng nghÖ thùc phÈm, 

tr−êng ®¹i häc B¸ch khoa Hµ Néi ®· hÕt lßng ñng hé c«ng viÖc nghiªn cøu 

cña chóng t«i. 
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