
Tạp chí Khoa học và Phát triển 2011: Tập 9, số 3: 464 - 467      TRƯỜNG ĐẠI HỌC NÔNG NGHIỆP HÀ NỘI    

CHäN LùA §IÒU KIÖN HO¹T §éNG TèI ¦U CñA ENZYME CHITOSANASE 
THU NHËN Tõ STREPTOMYCES GRICEUS (CHñNG NN2) 

§Ó THU NHËN CHITOSANOLIGOSACCHARIDE (COS) 

Selecting Optimal Conditions for the Chitosanase Isolated from Streptomyces 
griceus (Strain NN2) to Produce Chitosanoligosaccharide (COS) 

Ngô Xuân Mạnh1, Nguyễn Thị Thắm2 

 1Khoa Công nghệ thực phẩm, Trường Đại học Nông nghiệp Hà Nội 
2Học viên cao học K17, Trường Đại học Nông nghiệp Hà Nội 

Địa chỉ email tác giả liên lạc: nxmanh@hua.edu.vn 
Ngày gửi đăng: 25.04.2011;           Ngày chấp nhận: 15.06.2011 

TÓM TẮT 
Chitosanoligosaccharide (COS) có nhiều chức năng sinh lý, được ứng dụng rộng rãi trong nông 

nghiệp, công nghệ thực phẩm, y tế. Bằng phương pháp thực nghiệm đã xác định được các điều kiện 
tối ưu để thu nhận COS: pH = 6,5; nhiệt độ 60oC, tỷ lệ E: S = 0,12 và thời gian phản ứng 10 h.  

Từ khóa: Chitosanoligosaccharide, chitosanase, pH, nhiệt độ, tỷ lệ E : S, thời gian tối ưu. 

SUMMARY 
Chitosanoligosaccharides (COS) have many physiological functions and are used widely in the 

agriculture, food industry and medicine. Optimal conditions for COS production were determined by 
experimental method: pH = 6,5, temperature 60oC, ratio E : S -= 0,12 and reaction time 10 h.  

Key words: Chitosanoligosaccharide, chitosanase, optimal reaction time, pH, ratio E:S, temperature.   

1. §ÆT VÊN §Ò 
Chitosanoligosaccharide (COS) - s¶n 

phÈm thñy ph©n cña chitosan  cã ho¹t tÝnh 
sinh häc lμ kh¶ n¨ng kh¸ng nÊm, kh¸ng 
khuÈn, t¨ng c−êng kh¶ n¨ng miÔn dÞch, t¨ng 
c−êng kh¶ n¨ng b¶o vÖ chèng nhiÔm trïng 
(Vò C«ng Phong, 2007). Nh÷ng lîi Ých cña 
COS mang l¹i rÊt to lín nh− g¾n chÊt bÐo d− 
thõa vμ øc chÕ sù hÊp thô chÊt bÐo (Okamoto 
vμ cs., 2003), chèng ung th− vμ kÝch thÝch kh¶ 
n¨ng miÔn dÞch (Gama vμ cs., 1991). 

COS cã thÓ ®−îc thu nhËn b»ng ph−¬ng 
ph¸p ho¸ häc. Tuy nhiªn, ph−¬ng ph¸p hiÖu 
qu¶ nhÊt ®Ó s¶n xuÊt s¶n phÈm nμy lμ 
ph−¬ng ph¸p c«ng nghÖ sinh häc sö dông 
enzyme chitosanase. 

Bμi b¸o nμy tr×nh bμy c¸c kÕt qu¶ chän 
lùa c¸c ®iÒu kiÖn ho¹t ®éng tèi −u cña 
enzyme chitosanase (pH, nhiÖt ®é, tû lÖ E: S, 
thêi gian thñy ph©n) ®Ó x©y dùng quy tr×nh 
s¶n xuÊt COS b»ng enzyme chitosanase. 

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

2.1. VËt liÖu vμ hãa chÊt 

Enzyme chitosanase sö dông lμ chÕ 
phÈm enzyme chitosanase kü thuËt thu 
nhËn theo quy tr×nh ®−îc Ng« Xu©n M¹nh 
vμ NguyÔn ThÞ Ph−¬ng Nhung (2009) m« t¶. 
ChÕ phÈm enzyme chitosanase kü thuËt cã 
ho¹t tÝnh 0,73 U/ml . 
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Chitosan, c¸c hãa chÊt sö dông cã ®é 
s¹ch ph©n tÝch, AR (Trung Quèc). 

2.2. Ph−¬ng ph¸p bè trÝ thÝ nghiÖm 

Sö dông ph−¬ng ph¸p thùc nghiÖm ®Ó 
x¸c ®Þnh ®iÒu kiÖn tèi −u ®Ó thu nhËn COS. 
ThÝ nghiÖm x¸c ®Þnh c¸c yÕu tè pH m«i 
tr−êng, nhiÖt ®é, tû lÖ E: S vμ thêi gian ph¶n 
øng ®−îc bè trÝ lÇn l−ît. 

• ThÝ nghiÖm 1: X¸c ®Þnh pH tèi −u ®Ó 
thu nhËn COS ®−îc tiÕn hμnh nh− sau. 

Nång ®é c¬ chÊt (chitosan 2%) (V= 5 ml) 
Tû lÖ E/S: 0.04 (Venzyme = 0,2 ml) 
NhiÖt ®é: 50oC 
Thêi gian ph¶n øng: 10 giê 
• ThÝ nghiÖm 2: X¸c ®Þnh nhiÖt ®é tèi −u 

®Ó thu nhËn COS ®−îc tiÕn hμnh nh− sau: 
pH ®−îc x¸c ®Þnh ë thÝ nghiÖm 1. Nång 

®é c¬ chÊt (chitosan  2%) (V = 5 ml). Tû lÖ E/S: 
0,04 (Venzyme = 0,2 ml), NhiÖt ®é thay ®æi tõ 
45oC ®Õn 65oC. Thêi gian ph¶n øng: 10 giê. 

• ThÝ nghiÖm 3: X¸c ®Þnh tû lÖ enzyme: 
c¬ chÊt (E:S) tèi −u ®Ó thu nhËn COS 

ThÝ nghiÖm ®−îc tiÕn hμnh ë pH, nhiÖt 
®é ®· x¸c ®Þnh ë thÝ nghiÖm 1 vμ 2. Nång ®é 
c¬ chÊt (chitosan 2%) (V= 5 ml). Tû lÖ E:S 
thay ®æi tõ 0,02 ®Õn 0,14 (Venzyme = 0,1; 0,2; 
0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8 ml). Thêi gian ph¶n 
øng: 10 giê. 

• ThÝ nghiÖm 4: X¸c ®Þnh thêi gian ph¶n 
øng ®Ó thu nhËn COS. 

ThÝ nghiÖm ®−îc tiÕn hμnh ë pH, nhiÖt 
®é vμ tû lÖ E:S ®−îc x¸c ®Þnh ë thÝ nghiÖm 
1, 2 vμ 3. Thêi gian ph¶n øng: 8h, 9h, 10h, 
11h, 12h. 

2.3. Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh ®−êng COS 

X¸c ®Þnh hμm l−îng ®−êng khö COS 
dùa vμo sè gèc ®−êng khö gi¶i phãng b»ng 
ph−¬ng ph¸p quang phæ, sö dông acid 
dinitrosalicylic (DNS) (Miller, 1959).  

Sè liÖu thÝ nghiÖm ®−îc tÝnh to¸n vμ xö 
lý theo ch−¬ng tr×nh Excel. 

3. KÕT QU¶ Vμ TH¶O LUËN 

3.1. X¸c ®Þnh pH tèi −u ®Ó thu nhËn COS 

KÕt qu¶ thu ®−îc cña thÝ nghiÖm 1 
(H×nh 1) cho thÊy r»ng pH kh¸c nhau cã ¶nh 
h−ëng ®Õn ho¹t ®éng cña enzym chitosanase. 
Khi pH t¨ng tõ 4,5 ®Õn 6,5 hμm l−îng COS 
h×nh thμnh t¨ng, sau ®ã gi¶m ë pH = 7. Nh− 
vËy ë pH = 6,5 th× enzyme ho¹t ®éng tèt 
nhÊt vμ hμm l−îng ®−êng cao nhÊt. 

3.2. X¸c ®Þnh nhiÖt ®é tèi −u ®Ó thu nhËn  
      ®−êng COS 

TiÕn hμnh thÝ nghiÖm ë pH = 6,5 nh− 
®−îc x¸c ®Þnh ë thÝ nghiÖm 1, c¸c kho¶ng 
nhiÖt ®é thay ®æi tõ 450C ®Õn 650C, tû lÖ E/S: 
0,04 (Venzyme = 0,2 ml, Vchitosan = 5 ml),  ph¶n 
øng x¶y ra trong 10 giê (H×nh 2). 

 
H×nh 1. ¶nh h−ëng pH ®Õn sù h×nh thμnh ®−êng COS 
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H×nh 2. ¶nh h−ëng nhiÖt ®é ®Õn sù h×nh thμnh ®−êng COS 

 
H×nh 3. ¶nh h−ëng tû lÖ E:S ®Õn sù thu nhËn ®−êng COS 

KÕt qu¶ ë h×nh 2 cho thÊy khi nhiÖt ®é 
ph¶n øng t¨ng tõ 45oC ®Õn 60oC, hμm l−îng 
COS thu ®−îc t¨ng vμ ®¹t cao nhÊt ë 60oC. ë 
nhiÖt ®é cao h¬n (65oC) hμm l−îng COS thu 
®−îc gi¶m. Dùa vμo kÕt qu¶ thu ®−îc, 60oC 
lμ nhiÖt ®é tèi thÝch ®Ó thu nhËn COS.  

víi c¸c tû lÖ E:S thay ®æi tõ 0,02 ®Õn 0,14 
(Venzyme = 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8 ml, 
Vchitosan = 5 ml) (H×nh 3). 

KÕt qu¶ h×nh 3 cho thÊy khi t¨ng l−îng 
enzyme so víi c¬ chÊt (tû lÖ  enzyme: c¬ chÊt 
t¨ng tõ 0,02 ®Õn 0,12), hμm l−îng ®−êng 
COS thu ®−îc t¨ng, sau ®ã ë c¸c tû lÖ 0,14; 
0,16 l−îng COS thu ®−îc kh«ng t¨ng. KÕt 
qu¶ thu ®−îc cho phÐp chän tû lÖ E:S =0,12 
lμ tû lÖ tèi thÝch ®Ó thu nhËn COS. 

3.3. X¸c ®Þnh tû lÖ E: S tèi −u ®Ó thu nhËn  
       COS 

TiÕn hμnh thÝ nghiÖm ë pH = 6, nhiÖt ®é 
600C ®· x¸c ®Þnh, thêi gian ph¶n øng 10 giê 
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 .

H×nh 4. ¶nh h−ëng thêi gian ®Õn sù thu nhËn ®−êng COS 

3.4. X¸c ®Þnh thêi gian ph¶n øng ®Ó thu  
      nhËn ®−êng COS. 

ThÝ nghiÖm ®−îc tiÕn hμnh ë pH = 6,5, 
nhiÖt ®é 600C, tû lÖ E:S = 0,12 (Venzyme = 0,6 ml, 
Vchitosan = 5 ml) víi thêi gian ph¶n øng: 8h, 
9h, 10h, 11h, 12h (H×nh 4).  

KÕt qu¶ ë h×nh 4 cho thÊy khi t¨ng thêi 
gian ph¶n øng  tõ 8 h ®Õn 10 h, l−îng ®−êng 
COS thu ®−îc t¨ng. Khi tiÕp tôc t¨ng thêi 
gian ph¶n øng lªn 11 h, 12 h th× l−îng ®−êng 
COS t¨ng kh«ng ®¸ng kÓ. Trong s¶n xuÊt 
viÖc kÐo dμi thêi gian ph¶n øng thªm lμm 
t¨ng chi phÝ s¶n xuÊt, t¨ng nguy c¬ nhiÔm vi 
sinh kh«ng cã lîi, do ®ã 10 giê lμ thêi gian ®ñ 
®Ó thu nhËn ®−êng COS. 

4. KÕT LUËN 

§· x¸c ®Þnh ®iÒu kiÖn tèi −u ®Ó s¶n xuÊt 
®−êng chitosanoligosaccharide COS theo ph−¬ng 
ph¸p thùc nghiÖm. Nång ®é chitosan 2%; pH 
m«i tr−êng 6,5; nhiÖt ®é 60oC; tû lÖ E:S = 
0,12 vμ thêi gian ph¶n øng 10 giê. 
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TÓM TẮT


Chitosanoligosaccharide (COS) có nhiều chức năng sinh lý, được ứng dụng rộng rãi trong nông nghiệp, công nghệ thực phẩm, y tế. Bằng phương pháp thực nghiệm đã xác định được các điều kiện tối ưu để thu nhận COS: pH = 6,5; nhiệt độ 60oC, tỷ lệ E: S = 0,12 và thời gian phản ứng 10 h. 


Từ khóa: Chitosanoligosaccharide, chitosanase, pH, nhiệt độ, tỷ lệ E : S, thời gian tối ưu.


SUMMARY


Chitosanoligosaccharides (COS) have many physiological functions and are used widely in the agriculture, food industry and medicine. Optimal conditions for COS production were determined by experimental method: pH = 6,5, temperature 60oC, ratio E : S -= 0,12 and reaction time 10 h. 


Key words: Chitosanoligosaccharide, chitosanase, optimal reaction time, pH, ratio E:S, temperature.  

1. §ÆT VÊN §Ò


Chitosanoligosaccharide (COS) - s¶n phÈm thñy ph©n cña chitosan  cã ho¹t tÝnh sinh häc lµ kh¶ n¨ng kh¸ng nÊm, kh¸ng khuÈn, t¨ng cêng kh¶ n¨ng miÔn dÞch, t¨ng cêng kh¶ n¨ng b¶o vÖ chèng nhiÔm trïng (Vò C«ng Phong, 2007). Nh÷ng lîi Ých cña COS mang l¹i rÊt to lín nh g¾n chÊt bÐo d thõa vµ øc chÕ sù hÊp thô chÊt bÐo (Okamoto vµ cs., 2003), chèng ung th vµ kÝch thÝch kh¶ n¨ng miÔn dÞch (Gama vµ cs., 1991).There is no medicine for alcoholic hepatosis treatment.

COS cã thÓ ®îc thu nhËn b»ng ph¬ng ph¸p ho¸ häc. Tuy nhiªn, ph¬ng ph¸p hiÖu qu¶ nhÊt ®Ó s¶n xuÊt s¶n phÈm nµy lµ ph¬ng ph¸p c«ng nghÖ sinh häc sö dông enzyme chitosanase.


Bµi b¸o nµy tr×nh bµy c¸c kÕt qu¶ chän lùa c¸c ®iÒu kiÖn ho¹t ®éng tèi u cña enzyme chitosanase (pH, nhiÖt ®é, tû lÖ E: S, thêi gian thñy ph©n) ®Ó x©y dùng quy tr×nh s¶n xuÊt COS b»ng enzyme chitosanase.


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


2.1. VËt liÖu vµ hãa chÊt


Enzyme chitosanase sö dông lµ chÕ phÈm enzyme chitosanase kü thuËt thu nhËn theo quy tr×nh ®îc Ng« Xu©n M¹nh vµ NguyÔn ThÞ Ph¬ng Nhung (2009) m« t¶. ChÕ phÈm enzyme chitosanase kü thuËt cã ho¹t tÝnh 0,73 U/ml .


Chitosan, c¸c hãa chÊt sö dông cã ®é s¹ch ph©n tÝch, AR (Trung Quèc).


2.2. Ph¬ng ph¸p bè trÝ thÝ nghiÖm


Sö dông ph¬ng ph¸p thùc nghiÖm ®Ó x¸c ®Þnh ®iÒu kiÖn tèi u ®Ó thu nhËn COS. ThÝ nghiÖm x¸c ®Þnh c¸c yÕu tè pH m«i trêng, nhiÖt ®é, tû lÖ E: S vµ thêi gian ph¶n øng ®îc bè trÝ lÇn lît.


( ThÝ nghiÖm 1: X¸c ®Þnh pH tèi u ®Ó thu nhËn COS ®îc tiÕn hµnh nh sau.


Nång ®é c¬ chÊt (chitosan 2%) (V= 5 ml)


Tû lÖ E/S: 0.04 (Venzyme = 0,2 ml)


NhiÖt ®é: 50oC


Thêi gian ph¶n øng: 10 giê


( ThÝ nghiÖm 2: X¸c ®Þnh nhiÖt ®é tèi u ®Ó thu nhËn COS ®îc tiÕn hµnh nh sau:


pH ®îc x¸c ®Þnh ë thÝ nghiÖm 1. Nång ®é c¬ chÊt (chitosan  2%) (V = 5 ml). Tû lÖ E/S: 0,04 (Venzyme = 0,2 ml), NhiÖt ®é thay ®æi tõ 45oC ®Õn 65oC. Thêi gian ph¶n øng: 10 giê.


( ThÝ nghiÖm 3: X¸c ®Þnh tû lÖ enzyme: c¬ chÊt (E:S) tèi u ®Ó thu nhËn COS


ThÝ nghiÖm ®îc tiÕn hµnh ë pH, nhiÖt ®é ®· x¸c ®Þnh ë thÝ nghiÖm 1 vµ 2. Nång ®é c¬ chÊt (chitosan 2%) (V= 5 ml). Tû lÖ E:S thay ®æi tõ 0,02 ®Õn 0,14 (Venzyme = 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8 ml). Thêi gian ph¶n øng: 10 giê.


( ThÝ nghiÖm 4: X¸c ®Þnh thêi gian ph¶n øng ®Ó thu nhËn COS.


ThÝ nghiÖm ®îc tiÕn hµnh ë pH, nhiÖt ®é vµ tû lÖ E:S ®îc x¸c ®Þnh ë thÝ nghiÖm 1, 2 vµ 3. Thêi gian ph¶n øng: 8h, 9h, 10h, 11h, 12h.


2.3. Ph¬ng ph¸p x¸c ®Þnh ®êng COS


X¸c ®Þnh hµm lîng ®êng khö COS dùa vµo sè gèc ®êng khö gi¶i phãng b»ng ph¬ng ph¸p quang phæ, sö dông acid dinitrosalicylic (DNS) (Miller, 1959). 


Sè liÖu thÝ nghiÖm ®îc tÝnh to¸n vµ xö lý theo ch¬ng tr×nh Excel.


3. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN


3.1. X¸c ®Þnh pH tèi u ®Ó thu nhËn COS


KÕt qu¶ thu ®îc cña thÝ nghiÖm 1 (H×nh 1) cho thÊy r»ng pH kh¸c nhau cã ¶nh hëng ®Õn ho¹t ®éng cña enzym chitosanase. Khi pH t¨ng tõ 4,5 ®Õn 6,5 hµm lîng COS h×nh thµnh t¨ng, sau ®ã gi¶m ë pH = 7. Nh vËy ë pH = 6,5 th× enzyme ho¹t ®éng tèt nhÊt vµ hµm lîng ®êng cao nhÊt.


3.2. X¸c ®Þnh nhiÖt ®é tèi u ®Ó thu nhËn 
      ®êng COS


TiÕn hµnh thÝ nghiÖm ë pH = 6,5 nh ®îc x¸c ®Þnh ë thÝ nghiÖm 1, c¸c kho¶ng nhiÖt ®é thay ®æi tõ 450C ®Õn 650C, tû lÖ E/S: 0,04 (Venzyme = 0,2 ml, Vchitosan = 5 ml),  ph¶n øng x¶y ra trong 10 giê (H×nh 2).


[image: image1.png]

H×nh 1. ¶nh hëng pH ®Õn sù h×nh thµnh ®êng COS


[image: image2.png]

H×nh 2. ¶nh hëng nhiÖt ®é ®Õn sù h×nh thµnh ®êng COS


[image: image3.png]

H×nh 3. ¶nh hëng tû lÖ E:S ®Õn sù thu nhËn ®êng COS


KÕt qu¶ ë h×nh 2 cho thÊy khi nhiÖt ®é ph¶n øng t¨ng tõ 45oC ®Õn 60oC, hµm lîng COS thu ®îc t¨ng vµ ®¹t cao nhÊt ë 60oC. ë nhiÖt ®é cao h¬n (65oC) hµm lîng COS thu ®îc gi¶m. Dùa vµo kÕt qu¶ thu ®îc, 60oC lµ nhiÖt ®é tèi thÝch ®Ó thu nhËn COS. 


3.3. X¸c ®Þnh tû lÖ E: S tèi u ®Ó thu nhËn 
       COS


TiÕn hµnh thÝ nghiÖm ë pH = 6, nhiÖt ®é 600C ®· x¸c ®Þnh, thêi gian ph¶n øng 10 giê


víi c¸c tû lÖ E:S thay ®æi tõ 0,02 ®Õn 0,14 (Venzyme = 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8 ml, Vchitosan = 5 ml) (H×nh 3).


KÕt qu¶ h×nh 3 cho thÊy khi t¨ng lîng enzyme so víi c¬ chÊt (tû lÖ  enzyme: c¬ chÊt t¨ng tõ 0,02 ®Õn 0,12), hµm lîng ®êng COS thu ®îc t¨ng, sau ®ã ë c¸c tû lÖ 0,14; 0,16 lîng COS thu ®îc kh«ng t¨ng. KÕt qu¶ thu ®îc cho phÐp chän tû lÖ E:S =0,12 lµ tû lÖ tèi thÝch ®Ó thu nhËn COS.


.[image: image4.png]

H×nh 4. ¶nh hëng thêi gian ®Õn sù thu nhËn ®êng COS


3.4. X¸c ®Þnh thêi gian ph¶n øng ®Ó thu 
      nhËn ®êng COS.


ThÝ nghiÖm ®îc tiÕn hµnh ë pH = 6,5, nhiÖt ®é 600C, tû lÖ E:S = 0,12 (Venzyme = 0,6 ml, Vchitosan = 5 ml) víi thêi gian ph¶n øng: 8h, 9h, 10h, 11h, 12h (H×nh 4). 

KÕt qu¶ ë h×nh 4 cho thÊy khi t¨ng thêi gian ph¶n øng  tõ 8 h ®Õn 10 h, lîng ®êng COS thu ®îc t¨ng. Khi tiÕp tôc t¨ng thêi gian ph¶n øng lªn 11 h, 12 h th× lîng ®êng COS t¨ng kh«ng ®¸ng kÓ. Trong s¶n xuÊt viÖc kÐo dµi thêi gian ph¶n øng thªm lµm t¨ng chi phÝ s¶n xuÊt, t¨ng nguy c¬ nhiÔm vi sinh kh«ng cã lîi, do ®ã 10 giê lµ thêi gian ®ñ ®Ó thu nhËn ®êng COS.


4. KÕT LUËN

§· x¸c ®Þnh ®iÒu kiÖn tèi u ®Ó s¶n xuÊt ®êng chitosanoligosaccharide COS theo ph¬ng ph¸p thùc nghiÖm. Nång ®é chitosan 2%; pH m«i trêng 6,5; nhiÖt ®é 60oC; tû lÖ E:S = 0,12 vµ thêi gian ph¶n øng 10 giê.
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