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Tãm t¾t néi dung 
 

S÷a lµ nhãm s¶n phÈm cã gi¸ trÞ dinh d−ìng cao vµ rÊt tèt cho søc khoÎ. Tuy 

nhiªn, ë ®¹i ®a sè ng−êi tr−ëng thµnh vµ ng−êi giµ th−êng xuÊt hiÖn héi chøng 

thiÓu n¨ng chuyÓn ho¸ lactoza nªn sÏ kh«ng sö dông ®−îc c¸c s¶n phÈm s÷a 

th−êng, do trong s÷a vèn ®· chøa nhiÒu lactoza. §ång thêi, l−îng ®−êng lactoza 

trong nguyªn liÖu s÷a cao cao cßn ¶nh h−ëng xÊu ®Õn mét sè chØ tiªu chÊt l−îng 

s¶n phÈm vµ g©y khã kh¨n cho c«ng nghÖ chÕ biÕn. Enym β-galactosidaza (β-D-

galactoside-galactohydrolase, E.C.3.2.1.23) lµ enzym cã kh¶ n¨ng xóc t¸c ph¶n 

øng thuû ph©n ®−êng lactoza thµnh hai ®−êng ®¬n ®Ô chuyÓn ho¸ lµ galactoza vµ 

glucoza, trong khi n−íc ta cã nguån tµi nguyªn vi sinh vËt v« cïng phong phó; Víi 

môc tiªu gi¶i quyÕt vÊn ®Ò lactoza b»ng ph−¬ng ph¸p vi sinh vËt, ®Ò tµi Nghiªn cøu 

ph©n lËp tuyÓn chän vµ t¹o chñng gièng  b»ng kü thuËt di truyÒn ®Ó sinh tæng hîp 

enzym β-galactosidaza cã hiÖu suÊt cao ®· ®−îc triÓn khai. 

Trªn c¬ së khai th¸c nguån vi sinh vËt tõ mét sè s¶n phÈm thùc phÈm, ®Ò tµi 

®· tiÕn hµnh ph©n lËp, tuyÓn chän, nghiªn cøu vµ x¸c ®Þnh nhiÒu chØ tiªu khoa häc 

vµ c«ng nghÖ kh¸c nhau. Tæng hîp kÕt qu¶ nghiªn cøu thu ®−îc cho phÐp rót ra 

mét sè kÕt luËn sau: 

1.  §· ph©n lËp vµ tuyÓn chän ®−îc 16 chñng vi khuÈn vµ 4 chñng nÊm mèc cã kh¶ 

n¨ng sinh tæng hîp enzym β-galactozidaza cao tõ hÖ sinh th¸i ViÖt nam, trong 

®ã hai chñng vi khuÈn cã ho¹t lùc sinh tæng hîp cao h¬n c¶ lµ: Sphingomonas 

paucimobilis  BK16  vµ Aeromonas sobria BK41; hai chñng nÊm mèc cã ho¹t 

lùc cao ®−îc lùa chän lµ Aspergillus aculeatus BK-M4  vµ Penicillium 

implicatum BK-M12. §· nghiªn cøu x¸c ®Þnh ®−îc mét sè ®Æc tÝnh sinh lý vµ 

sinh ho¸ cña c¸c chñng ®· tuyÓn chän vµ mét vµi ®Æc tÝnh enzym β-

galactozidaza ®−îc tæng hîp . 
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2.  §· x©y dùng ®−îc quy tr×nh c«ng nghÖ lªn men vµ quy tr×nh c«ng nghÖ t¸ch 

tinh chÕ thu chÕ phÈm enzym β-galactozidaza, víi c¸c th«ng sè c«ng nghÖ 

chÝnh lµ:  

  +  Sö dông chñng vi khuÈn S. paucimobilis  BK16 , lªn men  hiÕu khÝ trªn m«i 

tr−êng dÞch th¶i phomat bæ xung thªm ®−êng lactoza 15,4g/l; bæ xung pepton 

vµ NH4NO3 (theo tØ lÖ 3:1,41) ®Ó ®¹t hµm l−îng nit¬ tæng sè 3,022g/l vµ ®iÒu 

chØnh pH vÒ gi¸ trÞ pH=7; tØ lÖ cÊp gièng 5%, nhiÖt ®é lªn men 30oC vµ kÕt thóc 

qu¸ tr×nh sau thêi gian lªn men lµ 36 giê. HiÖu qu¶ tÝch tô enzym trong thùc tÕ 

®¹t 6420 MU/ml vµ kh¶ n¨ng tÝch tô lý thuyÕt cã thÓ ®¹t 7456 MU/ml. 

  +    Ph−¬ng tr×nh ®iÒu chØnh tèi −u cho qu¸ tr×nh lªn men lµ: 

                  Y  =  5317,65  +  126,85.X1 - 488,72.X2  +  74,47.X3 

Víi:      Y    lµ ho¹t l®é enzym tÝch tô, MI/ml 
            X1   lµ hµm l−îng lactoza bæ xung vµo dÞch th¶i phomat, g/l 
            X2   lµ hµm l−îng pepton + NH4NO3 ( tØ lÖ 3:1,41), g/l Ntæng 
            X3   lµ pH m«i tr−êng 

  +   KÕt thóc lªn men ly t©m ë 8000v/ph, trong 10 phót ®Ó thu sinh khèi; nghiÒn tÕ 

bµo 10 phót, b»ng siªu ©m tÇn sè 14kHez, trong ®Öm photphat pH=7 ë 4oC; råi 

ly t©m thu dÞch trong; kÕt tña thu enzym b»ng (NH4)2SO4 57,5%; lo¹i muèi; 

t¸ch qua cét trao ®æi ion  cellulose Hiprep 16/10 DEAE; röa t¸ch b»ng dung 

dÞch muèi NaCl 2M  víi gradient nång ®é biÕn thiªn tõ 0,0-0,8M thu c¸c ph©n 

®o¹n t−¬ng øng nång ®é muèi t¸ch trong kho¶ng 0,08-0,18M; lo¹i muèi råi c« 

®Æc thu chÕ phÈm  enzym. 

3.  §· thu ®−îc hai chñng nÊm mèc A. aculeatus BK-M4  vµ P. implicatum BK-M12 

cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzym  β-galactozidaza bÒn nhiÖt vµ ®· x¸c ®Þnh 

®−îc mét vµi ®Æc tÝnh cña chóng lµ: pHopt = 4,7-6,0, topt = 55oC; b¶o tån >80% 

ho¹t lùc ë ®iÒu kiÖn trªn sau 7 giê vµ nång ®é galactoza cho phÐp d−íi 3,0g/l. 

4.      §· kÕt hîp sö dông kinh phÝ ®Ò tµi vµo viÖc ®µo t¹o 02 th¹c sÜ vµ 4 kü s− 
c«ng nghÖ sinh häc. §ång thêi ®· t¹o ®iÒu kiÖn hç trî tÝch cùc trong viÖc thiÕt 
lËp vµ triÓn khai hîp t¸c quèc tÕ. 
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Tãm t¾t tiÕn ®é thùc hiÖn ®Ò tµi nh¸nh 
 
Tªn ®Ò tµi nh¸nh: Nghiªn cøu ph©n lËp tuyÓn chän vµ t¹o chñng gièng b»ng kü 

thuËt di truyÒn ®Ó sinh tæng hîp enzym β-galactosidaza cã hiÖu suÊt cao 
M· sè ®Ò tµi :       KC- 04-07 
 

N¨m Theo hîp ®ång V−ît kÕ ho¹ch Ch−a hoµn thµnh

 
 
 
N¨m 
2001 

1. §· ph©n lËp ®−îc 5 chñng vi 
khuÈn cã ho¹t tÝnh β-
galactosidaza tõ hÖ sinh th¸i vi 
sinh vËt trong n−íc 

2. B−íc ®Çu nghiªn cøu ®Æc tÝnh 
sinh lý cña 2 chñng cã ho¹t lùc 
cao nhÊt lµ KC-02-07-BK01 vµ 
KC-02-07-BK05 vÒ: ®Æc ®iÓm 
h×nh th¸i, ®Æc ®iÓm vÒ sù ph¸t 
triÓn trªn m«i tr−êng ®Æc, d¶i 
nhiÖt ®é ph¸t triÓn thÝch hîp 

3. §· ph©n lËp ®−îc 2 chñng nÊm 
mèc cã ho¹t tÝnh β-galactosidaza

 
 
 
 
 
Kh«ng 

 

 
 
N¨m 
2002 

1.  §· ph©n lËp vµ tuyÓn chän ®−îc 
7 chñng vi khuÈn vµ 4 chñng 
nÊm mèc cã kh¶ n¨ng sinh tæng 
hîp enzym β-galactozidaza cao 
tõ hÖ sinh th¸i trong n−íc. 

2.  §· tuyÓn chän ®−îc 2 chñng vi 
khuÈn vµ 2 chñng nÊm mèc cã 
ho¹t tÝnh vµ ®Æc tÝnh enzym cao 
h¬n cho c¸c nghiªn cøu tiÕp. 

3. §· tiÕn hµnh nghiªn cøu vÒ ®iÒu 
kiÖn lªn men, tèc ®é ph¸t triÓn 
sinh khèi vµ tèc ®é tÝch tô 
enzym, c¸c yÕu tè ¶nh h−ëng ®Õn 
sù ph¸t triÓn vµ n¨ng lùc sinh 
tæng hîp enzym cña chñng nh−: 
nhiÖt ®é, pH, hµng lo¹t nguån 
dinh d−ìng cacbon vµ nit¬ kh¸c 
nhau...  

4. §· x¸c ®Þnh ®−îc mét sè ®Æc 
tÝnh cña enzym β-galactosidaza 
tõ chñng BK16 

1. TuyÓn  chän 
chñng v−ît møc 
®¨ng ký 

 
2.  §ang triÓn khai 

nghiªn cøu thö 
nghiÖm trong 
c«ng nghÖ s¶n 
xuÊt phomat theo 
h−íng khai th¸c 
l−îng chÊt tan 
trong n−íc dÞch 
vµ xö lý chÊt th¶i 
b¶o vÖ m«i 
tr−êng. H−íng 
nghiªn cøu  nµy 
b−íc ®Çu cho kÕt 
qu¶ kh¶ quan vµ 
®· lªn men ®¹t 
nång ®é enzym 
7456 MU/ml. 
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N¨m 
2003 

 
1. Nghiªn cøu vÒ ®iÒu kiÖn lªn 

men, tèc ®é ph¸t triÓn sinh khèi 
vµ tèc ®é tÝch tô enzym, c¸c yÕu 
tè ¶nh h−ëng ®Õn sù ph¸t triÓn vµ 
n¨ng lùc sinh tæng hîp enzym 
cña chñng nh−: nhiÖt ®é, pH, 
hµng lo¹t nguån dinh d−ìng 
cacbon vµ nit¬ kh¸c nhau...(tiÕp 
theo kú tr−íc)  

2. Nghiªn cøu thö nghiÖm trong 
c«ng nghÖ s¶n xuÊt phomat theo 
h−íng khai th¸c l−îng chÊt tan 
trong n−íc dÞch vµ xö lý chÊt 
th¶i b¶o vÖ m«i tr−êng. H−íng 
nghiªn cøu  nµy b−íc ®Çu cho 
kÕt qu¶ kh¶ quan vµ ®· lªn men 
®¹t nång ®é enzym 7456 MU/ml. 

3. §· nghiªn cøu, ®¸nh gi¸ vµ lùa 
chän s¬ bé vÒ c¸c chñng vi sinh 
vËt sinh tæng hîp   enzym bÒn 
nhiÖt cho c¸c nghiªn cøu sau 
nµy. 

4. §· nghiªn cøu, x¸c ®Þnh ®Æc tÝnh 
vµ ®Þnh tªn 4 chñng vi sinh vËt 
BK16, BK41, M4 vµ M12. §· 
triÓn khai nghiªn cøu t¸ch vµ 
tinh chÕ thu chÕ phÈm enzym vµ 
x¸c ®Þnh mét sè ®Æc tÝnh cña 
enzym β-galactosidaza 

*** §Ò tµi ®· kÕt hîp sö dông kinh 
phÝ ®Ó ®µo t¹o 02 th¹c sÜ khoa 
häc kü thuËt, 4 sinh viªn nghiªn 
cøu khoa häc vµ t¹o ®iÒu kiÖn 
hîp t¸c vµ gióp ®ì cho 01 
nghiªn cøu sinh  Ph.D. n−íc 
ngoµi cïng tham gia nghiªn cøu 
vÒ enzym β-galactozidaza (trong 
khu«n khæ tho¶ thuËn hîp t¸c 
nghiªn cøu vµ hç trî ®µo t¹o 
song ph−¬ng gi÷a tr−êng §¹i 
häc B¸ch khoa Hµ néi vµ tr−êng 
§¹i häc BOKU-Vienna, Céng 
hoµ ¸o). 

 
 
§· nghiªn cøu, ®¸nh 
gi¸ vµ lùa chän s¬ bé 
vÒ c¸c chñng vi sinh 
vËt sinh tæng hîp   
enzym bÒn nhiÖt cho 
c¸c nghiªn cøu sau 
nµy. 
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I.  më ®Çu 

       

        S÷a lµ nhãm s¶n phÈm cã gi¸ trÞ dinh d−ìng cao, ®Çy ®ñ c¸c chÊt kho¸ng vµ 

cã ho¹t tÝnh kh¸ng thÓ; Do vËy, s÷a rÊt tèt cho søc khoÎ, nhÊt lµ cho trÎ em vµ cho 

ng−êi giµ. §−êng lactoza lµ mét thµnh phÇn rÊt quan träng trong s÷a víi hµm 

l−îng trong s÷a t−¬i dao ®éng trong kho¶ng 4,5-5,0%. Tuy nhiªn, kh¶ n¨ng hÊp 

thu vµ chuyÓn ho¸ ®−êng lactoza ë ng−êi thay ®æi theo tuæi t¸c vµ cã sù dao ®éng 

®¸ng kÓ gi÷a c¸c céng ®ång d©n c− kh¸c nhau trªn thÕ giíi. TrÎ s¬ sinh cã kh¶ 

n¨ng ®ång ho¸ rÊt tèt lactoza nhê hÖ enzym β-galactozidaza ®−îc tæng hîp trªn 

thµnh ruét non; Tuy nhiªn n¨ng lùc sinh tæng hîp enzym nµy sÏ bÞ mÊt dÇn khi trÎ 

qua tuæi cai s÷a. KÕt qu¶ ë ®¹i ®a sè ng−êi tr−ëng thµnh vµ ng−êi giµ khi sö dông 

nhiÒu s¶n phÈm s÷a, do bÞ suy gi¶m hay kh«ng cßn n¨ng lùc ®ång ho¸ lactoza, 

th−êng bÞ xuÊt hiÖn c¸c triÖu chøng nh−: ®au bông, ®Çy h¬i, ®au bông quÆn, ®i 

ngoµi d÷ déi....(héi chøng thiÓu n¨ng chuyÓn ho¸ lactoza, lactose maldigestion   -   

hay ë møc trÇm träng h¬n kh«ng thÓ sö dông ®−îc c¸c s¶n phÈm s÷a cã chøa 

lactoza, lactose instolerance). Ngoµi ra, trong c«ng nghÖ chÕ biÕn s÷a, l−îng 

®−êng lactoza cao cßn ¶nh h−ëng xÊu ®Õn mét sè chØ tiªu chÊt l−îng s¶n phÈm nh− 

lµm sÉm mµu (lµm t¨ng c−êng ®é caramen vµ c−êng ®é melanoidin) hoÆc cã thÓ t¸i 

kÕt tinh ®−êng khi b¶o qu¶n s¶n phÈm... ChÝnh v× vËy, viÖc t×m kiÕm gi¶i ph¸p 

c«ng nghÖ ®Ó lµm gi¶m hµm l−îng ®−êng lactoza trong s÷a lµ vÊn ®Ò cã gi¸ trÞ thùc 

tiÔn vµ kh¶ n¨ng øng dông triÓn khai cao; §Æc biÖt ë n−íc ta, trong nh÷ng n¨m gÇn 

®©y c¸c s¶n phÈm s÷a cã xu h−íng ®−îc sö dông ngµy cµng nhiÒu vµ ngµy cµng 

réng r·i h¬n. 

      Enzym β-galactosidaza (β-D-galactoside-galactohydrolase, E.C.3.2.1.23) lµ 

enzym cã kh¶ n¨ng xóc t¸c ph¶n øng thuû ph©n ®−êng lactoza thµnh hai ®−êng ®¬n 

galactoza vµ glucoza. Enzym β-galactosidaza cã mÆt trong nhiÒu tæ chøc cña ®éng 

vËt, thùc vËt vµ rÊt nhiÒu loµi vi sinh vËt cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp hÖ enzym nµy. 

¦u thÕ to lín cña c«ng nghÖ øng dông vi sinh vËt trong sinh tæng hîp enzym ®· 
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®−îc kh¼ng ®Þnh trong thùc tiÔn s¶n xuÊt c«ng nghiÖp, trong khi n−íc ta cã nguån 

tµi nguyªn vi sinh vËt v« cïng phong phó, lµ tiÒn ®Ò thuËn lîi ®Ó triÓn khai nghiªn 

cøu vµ s¶n xuÊt nhãm chÕ phÈm enzym β-galactosidaza.  

Víi luËn ®iÓm ®· nªu, chóng t«i ®· triÓn khai ®Ò tµi "Nghiªn cøu ph©n lËp tuyÓn 

chän vµ t¹o chñng gièng  b»ng kü thuËt di truyÒn ®Ó sinh tæng hîp enzym β-

galactosidaza cã hiÖu suÊt cao". Néi dung chÝnh cña ®Ò tµi tËp trung gi¶i quyÕt bèn 

nhiÖm vô lµ: 

+  Ph©n lËp vµ tuyÓn chän c¸c chñng vi sinh vËt cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp 

enzym β-galactosidaza cao tõ hÖ sinh th¸i vi sinh vËt trong n−íc; ¸p dông 

c¸c kü thuËt tuyÓn chän vµ t¹o gièng tiªn tiÕn (bao gåm c¶ viÖc t¸ch dßng 

gien β-galactosidaza vµ biÕn n¹p t¹o chñng siªu tæng hîp enzym ®Ó thu 

chñng sinh tæng hîp β-galactosidaza hiÖu suÊt cao. 

+   Nghiªn cøu ®Æc tÝnh sinh lý, sinh ho¸ chñng ®· tuyÓn chän, ®Æc tÝnh enzym 

β-galactosidaza cña chñng vµ nghiªn cøu x©y dùng quy tr×nh c«ng nghÖ lªn 

men thÝch øng ®Ó s¶n xuÊt chÕ phÈm enzym β-galactosidaza. 

+  Nghiªn cøu thö nghiÖm kh¶ n¨ng øng dông chÕ phÈm enzym β-galactosidaza 

thu ®−îc trong chÕ biÕn s÷a. 

§iÓm riªng biÖt cña ®Ò tµi lµ ®· ®Þnh h−íng nghiªn cøu nh»m s¶n xuÊt nhãm 

chÕ phÈm enzym β-galactosidaza, lµ h−íng nghiªn cøu ®ang ®−îc triÓn khai ë mét 

sè n−íc t− b¶n c«ng nghiÖp; qua ®ã më ra kh¶ n¨ng tiÕp cËn xu thÕ nghiªn cøu 

hiÖn ®¹i vµ kÕt hîp ®µo t¹o, båi d−ìng n¨ng lùc c¸n bé ®Ó héi nhËp vµ hîp t¸c 

nghiªn cøu khoa häc víi c¸c ®èi t¸c n−íc ngoµi. 
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II.    Nguyªn liÖu vµ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

 

2.1.    Nguyªn vËt liÖu vµ trang thiÕt bÞ 

              

2.1.1.  Nguån ph©n lËp vµ tuyÓn chän chñng vi sinh vËt  

 Nguån ph©n lËp vµ tuyÓn chän chñng vi sinh vËt lµ c¸c s¶n phÈm thùc phÈm 

l−u hµnh trªn thÞ tr−êng nh−:  

-  S÷a chua, s¶n phÈm l−u hµnh trªn thÞ tr−êng cña c¸c h·ng Vinamilk, Nestle' vµ 

s¶n phÈm s÷a chua lªn men thñ c«ng.  

-   S÷a t−¬i, nem chua, t−¬ng l−u hµnh tªn thÞ tr−êng Hµ néi 

-    Mèc t−¬ng BÇn (H−ng yªn), men r−îu cæ truyÒn V©n hµ (B¾c ninh), Ch−¬ng x¸ 

(H−ng yªn) ... 

2.1.2.  Ho¸ chÊt 

+    C¸c lo¹i c¬ chÊt sö dông ®Ó pha chÕ m«i tr−êng, bao gåm: lactoza, glucoza, 

saccaroza, fructoza, xyloza, NaNO3, (NH4)2SO4, NH4NO3, pepton, cao nÊm 

men lµ s¶n phÈm tinh khiÕt cña Trung quèc. 

+    Thuèc thö X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) cña h·ng  

USBTM, Italy 

+    C¬ chÊt oNPG (o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside) cña Sigma Aldrich, 

Germany 

+      Enzym β-galactozidaza tinh khiÕt tõ E. coli lµ s¶n phÈm cña h·ng Fluka 

Chemie GmbH vµ Sigma Aldrich GmbH, Germany 
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+   Mét vµi nguyªn liÖu tù nhiªn kh¸c: dÞch ®−êng ho¸ malt, dÞch th¶i phomat cña 

Trung t©m nghiªn cøu thá vµ dª, Ba v×, Hµ t©y. 

+  C¸c ho¸ chÊt dïng trong ph©n tÝch: Na2CO3, NaHCO3, Na2SO4, KNaC4H4O6, 

SDS (sodium dodecyl sulfate)... ®Òu lµ c¸c ho¸ chÊt tinh khiÕt cña c¸c n−íc t− 

b¶n. 

2.1.3.  Trang thiÕt bÞ 

-   KÝnh hiÓn vi huúnh quang Nikon eclipse E800 (camera Fujix Digital HC-

300Zi),  Japan 

-  Tñ nu«i l¾c æn nhiÖt 1575R SL Shel Lab -Sheldon manufacturing inc, USA; tñ 

Êm B12 Heraeus - Kendo Laboratory Products 

-   ThiÕt bÞ lªn men ch×m 5 lÝt New brunswish fermentor, USA 

-   M¸y ly t©m eppendorf 1K15-Sigma laborzentrifuger, Germany; m¸y ly t©m 

nhiÖt ®é thÊp Allegra TM 64R Centrifuge-Beckman, Germany; vµ m¸y ly t©m 

th−êng EBA 20-Hettich zentrifuger, Germany 

-    M¸y so mµu quang phæ Ultrospec 2000 UV/Visible Spectrophotometer -

Amersham pharmacia biotech, Germany 

-    ThiÕt bi s¾c ký cét Pharmacia Biotech, Sweden 

-    ThiÕt bÞ s¾c ký HPLC  HP Agilent 1100 Series 

-   Eppendorf AG Thermomixer comfort, Freezing drying, HICLAVETM HV10-

Hirayama... 
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2.2.   Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu  

 

+     ThÝ nghiÖm ph©n lËp vµ tuyÓn chän s¬ bé chñng vi sinh vËt sinh tæng hîp 

enzym β-galactozidaza ®−îc thùc hiÖn b»ng ph−¬ng ph¸p pha lo·ng vµ nu«i 

trªn hép th¹ch, ph©n lËp vi khuÈn sö dông m«i tr−êng lactoza-Broth, nu«i 

ph©n lËp nÊm mèc b»ng m«i tr−êng sapec thay thÕ glucoza b»ng lactoza, sö 

dông chØ thÞ X-Gal; gieo cÊy vi sinh vËt vµ nu«i trong tèi ë ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é 

thÝch hîp, c¸c khuÈn l¹c vi khuÈn d−¬ng tÝnh víi chØ thÞ X-Gal sÏ xuÊt hiÖn 

mµu xanh da trêi ®−îc t¸ch ph©n lËp l¹i ®Õn thuÇn khiÕt (ChØ thÞ X-Gal trong 

nghiªn cøu tr−íc hÕt ®−îc pha thµnh dung dÞch gèc X-Gal 20mg/ml trong 

demethylformamide, b¶o qu¶n ë 4oC; khi sö dông bæ xung dung dÞch X-Gal 

vµo m«i tr−êng ®Õn nång ®é kho¶ng 4µg/ml, ë nhiÖt ®é m«i tr−êng khi bæ 

xung kho¶ng 55oC). 

+   ThÝ nghiÖm nghiªn cøu n¨ng lùc sinh tæng hîp vµ ho¹t tÝnh enzym β-

galactozidaza cña chñng ®−îc thùc hiÖn b»ng lªn men trªn c¸c ®iÒu kiÖn 

nghiªn cøu t−¬ng øng (thay ®æi lo¹i vµ nång ®é c¸c cÊu tö thøc ¨n, thêi gian 

vµ ®iÒu liÖn lªn men), nu«i trªn m¸y l¾c hay sö dông thiÕt bÞ lªn men ch×m. 

     *   Ho¸ chÊt vµ thiÕt bÞ sö dông gåm: 

      - Dung dÞch ®Öm Z: Na2HPO4.12H2O 0,06M (M=358,14g); NaH2PO4.2H2O 

0,06M (M=156,01); KCl 0,01M vµ MgSO4 0,001M; pha trong n−íc, b¶o 

qu¶n ë 4oC; Khi sö dông bæ sung 0,27ml 2-mercaptoetanol/100ml dung 

dÞch ®Öm 

      -    Dung dÞch ®Öm photphat 0,1M, pH=7,0 (Na2HPO4.7H2O 0,06M vµ 

NaH2PO4.H2O 0,04M); ®iÒu chØnh vÒ pH=7,0 b»ng NaOH hay H3PO4; b¶o 

qu¶n ë nhiÖt ®é phßng 

      -    Dung dÞch c¬ chÊt oNPG (o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside) 

      -    Dung dÞch ®Öm Na2CO3 1M. b¶o qu¶n ë nhiÖt ®é phßng 
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      -    ThiÕt bÞ ly t©m l¹nh siªu tèc, m¸y so mµu quang phæ, thiÕt bÞ ®iÒu nhiÖt vµ 

c¸c dông cô kh¸c 

     *  Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh ho¹t ®é enzym β-galactozidaza néi bµo vi khuÈn 

tiÕn hµnh theo tr×nh tù sau: DÞch lªn men ®−îc xö lý ph¸ vì tÕ bµo b»ng siªu 

©m ë 18MHez thêi gian 5 phót (siªu ©m  gi¸n ®o¹n 30'', ngõng 30'', ®Æt mÉu 

trong cèc n−íc ®¸), tiÕp theo ly t©m thu dÞch trong, hoÆc sö dông toµn bé c¶ 

thµnh tÕ bµo ®Ó x¸c ®Þnh ph¶n øng enzym.  

   Nhãm mÉu xö lý trùc tiÕp kh«ng qua nghiÒn ph¸ vì tÕ bµo b»ng ly 

t©m ë 6000v/ph ë 4oC, trong 10 phót; g¹n bá phÇn dÞch trong vµ hoµ t¸i t¹o l¹i 

huyÒn phï b»ng dung dÞch ®Öm Z ®· lµm l¹nh tr−íc; §o c−êng ®é hÊp thô 

OD ë 600nm, sö dông mÉu tr¾ng lµ dung dÞch ®Öm Z (Pha lo·ng tiÕp dÞch 

huyÒn phï trªn b»ng ®Öm Z l¹nh ®Õn ®é pha lo·ng thÝch hîp, phô thuéc vµo 

nång ®é enzym trong mÉu sao cho mËt ®é quang n»m trong d¶i ®o). 

    LÊy 1ml dÞch huyÒn phï ®· pha lo·ng råi bæ sung 100µl cloroforc 

vµ 50µl dung dÞch SDS 0,1% råi l¾c ®Òu vµ ®Ó æn ®Þnh ë 28oC, trong 5 phót. 

Bæ xung thªm vµo 0,2ml dung dÞch c¬ chÊt oNPG vµo mÉu, gi÷ hçn hîp ph¶n 

øng ë 28oC cho ®Õn khi xuÊt hiÖn mµu vµng râ quan s¸t ®−îc. TÝnh thêi gian 

vµ ®×nh chØ ph¶n øng, b»ng bæ xung thªm vµo èng 0,5ml dung dÞch Na2CO3 

1M. ChuyÓn hçn hîp sang èng eppendorf vµ ly t©m ë tèc ®é 8000v/phót, sau 

5 phót råi thu dÞch trong. §o mËt ®é quang ë sãng 420nm vµ 550nm, sö dông 

mÉu tr¾ng víi thµnh phÇn nh− trªn nh−ng bæ xung Na2CO3 ngay tõ ®Çu ®Ó 

®×nh chØ ph¶n øng enzym råi míi bæ sung c¬ chÊt oNPG. Ho¹t ®é enzym 

trong mÉu dÞch ph¶n øng ®−îc x¸c ®Þnh b»ng biÓu thøc: 

1000.(OD420 - 1,75.OD550)

V.T.OD600
E   =

                

  Trong ®ã:  -   E lµ ho¹t ®é enzym trong mÉu (MU/ml) 
            -  V lµ thÓ tÝch dÞch mÉu ph¶n øng (ml),  
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-   T lµ thêi gian ph¶n øng (phót) 

-   OD420, OD550 vµ OD600 lµ mËt ®é quang mÉu sau ph¶n øng ®o 

ë c¸c b−íc sãng t−¬ng øng 420nm, 500nm (víi mÉu tr¾ng 

®· v« ho¹t enzym) vµ 600nm (víi mÉu tr¾ng lµ dung dÞch 

®Öm Z) 

     *  Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh ho¹t ®é enzym β-galactozidaza néi bµo vi khuÈn 

tiÕn hµnh t−¬ng tù nh− trªn, chØ kh¸c nh÷ng ®iÓm sau: 

      -    ChuÈn bÞ mÉu: sö dông phÇn dÞch trong sau khi ly t©m mÉu 10 phót, víi tèc 

®é 6000v/ph ë 4oC; Pha lo·ng mÉu b»ng ®Öm Z (kh«ng bæ sung cloroforc 

vµ SDS); l¾c ®Òu vµ ®Ó æn ®Þnh ë 28oC, sau 5 phót 

      -    Thao t¸c ph©n tÝch t−¬ng tù nh− trªn, song chØ ®o mËt ®é quang ë 420nm. 

      -     Ho¹t ®é enzym ®−îc x¸c ®Þnh b»ng biÓu thøc sau: 

1000. OD420

V.T
E  =

 * Hµm l−îng ®−êng glucoza, lactoza trong mÉu nghiªn cøu ®−îc x¸c ®Þnh 

b»ng ph−¬ng ph¸p s¾c ký láng cao ¸p, s¾c ký líp máng  vµ trong dÞch th¶i 

phomat b»ng ph−¬ng ph¸p Nelson Somogyl.  

 * Hµm l−îng nit¬ tæng sè x¸c ®Þnh b»ng ph−¬ng ph¸p Kjeldahl. 

 *  §é axit cña dÞch ®−îc tÝnh theo ®é Therner (oT :  lµ sè ml dung dÞch NaOH 

0,1N, hoÆc KOH 0,1N, cÇn thiÕt ®Ó trung hoµ l−îng axÝt cã trong 100ml dÞch 

mÉu, sö dông chØ thÞ phenolphtalein 1%). 

 *  ¸p dông ph−¬ng ph¸p quy ho¹ch to¸n häc bËc 1 ®Ó xö lý d÷ liÖu x¸c ®Þnh 

®iÒu kiÖn lªn men tèi −u. 
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III   KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

 

3.1. Ph©n lËp, tuyÓn chän chñng vi khuÈn vµ nghiªn cøu x©y dùng quy tr×nh 

c«ng nghÖ lªn men thu enzym β-galactzidaza 

Tõ c¸c nguån s÷a chua (S¶n phÈm cña c«ng ty Vinamilk, Nestle' vµ s¶n phÈm 

thñ c«ng) vµ c¸c lo¹i nem chua l−u hµnh trªn thÞ tr−êng Hµ néi, ph©n lËp s¬ bé trªn 

m«i tr−êng Lactoza-broth ®· t¸ch ®−îc 64 d¹ng khuÈn l¹c ph¶n øng d−¬ng tÝnh râ 

nÐt trªn m«i tr−êng chøa chØ thÞ X-Gal; tõ c¸c khuÈn l¹c trªn tuyÓn chän l¹i thu 

®−îc 16 chñng vi khuÈn cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzym β-galactosidaza. Gi÷a 

c¸c chñng sù kh¸c nhau ®¸ng kÓ gi÷a c−êng ®é mµu vµ thêi gian xuÊt hiÖn mµu, 

trong phÇn lín khuÈn l¹c c¸c chñng hiÖn mµu râ nÐt trong kho¶ng thêi gian 24-48 

giê, khuÈn l¹c mét vµi chñng hiÖn mµu sau 3-4 ngµy nu«i. Tõ c¸c chñng trªn ®· 

lùa chän ra 8 chñng cã khuÈn l¹c t¹o mµu ®Ëm sau 48 giê ®Ó kiÓm tra lªn men tiÕp 

trong m«i tr−êng láng. Tèc ®é ph¸t triÓn cña c¸c chñng vµ ho¹t lùc enzym β-

galactozidaza néi bµo trªn m«i tr−êng c¬ së ®−îc biÓu thÞ trªn h×nh 1 vµ 2. 

Trªn h×nh 1vµ 2 cho thÊy hÇu hÕt c¸c chñng kiÓm tra ®Òu ph¸t triÓn m¹nh trong 

24 giê lªn men ®Çu tiªn vµ ho¹t lùc enzym néi bµo còng t¨ng m¹nh mÏ trong giai 

®o¹n ph¸t triÓn logarit vµ ®¹t gi¸ trÞ cao nhÊt vµo ®Çu ®Õn gi÷a giai ®o¹n ph¸t triÓn 

c©n b»ng, d−êng nh− ®ång biÕn víi mËt ®é tÕ bµo trong canh tr−êng trong thêi kú 

nµy. KÕt qu¶ nghiªn cøu còng cho thÊy chñng BK16 ®−îc xem cã nhiÒu −u thÕ h¬n 

c¶, tiÕp theo lµ chñng BK41. Ph©n tÝch theo kit trªn m¸y ®Þnh tªn vi khuÈn Mini 

API Bio Merieux (CH Ph¸p; sö dông c¸c chØ tiªu ph©n lo¹i theo: List of Bacterial 

Names with Standing in Nomenclature - URL : http://www.bacterio.cict.fr/  hay  

www.bacterio.net) ®· ®Þnh danh ®−îc:  

+   chñng BK 16 ®ång nhÊt kh¸ cao víi loµi Sphingomonas paucimobilis nªn 

®−îc ®Þnh tªn lµ S. paucimobilis BK16  vµ  
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+   chñng BK41 ®ång nhÊt rÊt cao víi loµi Aeromonas sobria nªn ®−îc ®Þnh tªn 

lµ A. sobria BK41. 
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 H×nh 2: Sù biÕn ®æi ho¹t lùc enzym cña chñng trong qu¸ tr×nh lªn men 

                

Hai chñng vi khuÈn trªn ®−îc lùa chän lµm ®èi t−îng cho phÇn nghiªn cøu sau. 

§ång thêi, thö nghiÖm kiÓm tra ho¹t lùc enzym tù do trong dÞch lªn men, ë dÞch 

nghiÒn sinh khèi vi khuÈn ®· cho thÊy ë tÊt c¶ c¸c chñng kiÓm tra ho¹t lùc enzym 
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néi bµo cao h¬n nhiÒu so víi enzym ngo¹i bµo vµ ho¹t lùc enzym t¨ng khi kÐo dµi 

thêi gian xö lý siªu ©m. Tõ kÕt qu¶ trªn cho phÐp rót ra kÕt kuËn enzym β-

galactosidaza lµ enzym néi bµo liªn kÕt trong tÕ bµo chÊt. Mét sè thùc nghiÖm xö 

lý t¹o biÕn chñng siªu tæng hîp b»ng tia cùc tÝm ®· ®−îc triÓn khai; tuy nhiªn ch−a 

mang l¹i hiÖu qu¶ mong ®îi. 

Kh¶ n¨ng ph¸t triÓn sinh khèi vµ n¨ng lùc tÝch tô enzym trªn c¸c nguån thøc ¨n 

cacbon ®· ®−îc x¸c ®Þnh b»ng viÖc thay thÕ c¸c c¬ chÊt: fructoza, xyloza, 

galactoza, xenlobioza, saccaroza, glucoza, lactoza vµ maltoza, víi hµm l−îng 20g/l, 

trªn nÒn m«i tr−êng c¬ b¶n (pepton 3g/l; NaNO3 3,0g; KH2PO4 1g; FeSO4.7H2O 

0,01g; ZnSO4.7H2O 0,01g; KCl 0,5g; MgSO4.7H2O 0,5g vµ CuSO4.5H2O 0,05g/l). 

KÕt qu¶ thÝ nghiÖm cho thÊy víi c¸c nguån thøc ¨n kiÓm tra (trõ fructoza) sù ph¸t 

triÓn sinh khèi cña chñng x¶y ra m¹nh mÏ trong kho¶ng tõ 12-36 giê lªn men, 

trong ®ã sinh khèi tÝch tô tèt h¬n trªn c¬ chÊt: galactoza, lactoza, xyloza vµ 

maltoza (xem h×nh 3). ThÝ nghiÖm x¸c ®Þnh n¨ng lùc sinh tæng hîp enzym néi bµo 

cña chñng, t−¬ng øng víi ®iÒu kiÖn trªn, còng cho thÊy (xem h×nh 4) kh¶ n¨ng sinh 

tæng hîp enzym β-galactosidaza cao h¬n trªn c¸c c¬ chÊt; lactoza, xyloza, maltoza, 

galactoza vµ xenlobioza, trong ®ã trong m«i tr−êng lactoza tèc ®é sinh tæng hîp 

enzym x¶y ra m¹nh mÏ h¬n ngay tõ 12-24 giê lªn men ®Çu. KÕt qu¶ trªn, còng phï 

hîp víi nhiÒu c«ng tr×nh ®· c«ng bè, ®· kh¼ng ®Þnh vai trß c¶m øng sinh tæng hîp 

β-galactosidaza cña c¬ chÊt lactoza.  
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H×nh 4: Kh¶ n¨ng tÝch tô enzym cña S. paucimobilis BK16 trong m«i tr−êng 

 
Víi môc tiªu t×m kiÕm kh¶ n¨ng s¶n xuÊt c«ng nghiÖp c¸c thÝ nghiÖm tiÕp ®−îc 

®Þnh h−íng trªn nguån nguyªn liÖu tù nhiªn giµu lactoza lµ n−íc th¶i c«ng nghÖ 

s¶n xuÊt phomat. Sö dông s÷a t−¬i ®· lo¹i cazein (b»ng c¸ch sö dông HCl h¹ pH 

xuèng pH=4,8-4,9, gi÷ 30 phót ë 10oC ®Ó cazein ®«ng tô, ly t©m ë 8000v/ph, trong 

10 phót thu dÞch trong) cã bæ xung thªm nguån thøc ¨n nit¬: pepton, NH4NO3, 

(NH4)2SO4, NaNO3, pepton, cao nÊm men ... ®· x¸c ®Þnh ®−îc kh¶ n¨ng ®ång ho¸ 

réng r·i c¸c nguån thøc ¨n nit¬ kh¸c nhau cña S. paucimobilis BK16 ; tuy nhiªn, 

tèc ®é ph¸t triÓn sinh khèi cao nhÊt khi sö dông cao nÊm men phèi hîp víi 

(NH4)2SO4 vµ thÊp nhÊt trªn m«i tr−êng sö dông NaNO3.  Trong khi ®ã kh¶ n¨ng 

tÝch tô enzym β-galactozidaza dao ®éng kh¸ lín khi thay ®æi nguån nit¬ nµy, trong 

®ã ho¹t ®é enzym cao nhÊt trªn m«i tr−êng sö dông phèi hîp pepton vµ NH4NO3 

(sau 24 giê lªn men  ®¹t 1938UI/ml, sau 60 giê ®¹t 2046,9UI/ml). KÕt qu¶ nµy 

®−îc ¸p dông ®Ó so s¸nh n¨ng lùc tÝch tô enzym trªn ba m«i tr−êng sau: m«i 

tr−êng c¬ b¶n (thay NaNO3 b»ng NH4NO3), bæ xung nit¬ trªn vµo m«i tr−êng dÞch 

s÷a trong vµ bæ xung vµo dÞch th¶i phomat c«ng nghiÖp. KÕt qu¶ nghiªn cøu (trªn 

h×nh 5) cho thÊy dÞch th¶i phomat cã hiÖu qu¶ tÝch tô enzym cao h¬n h¼n hai 

tr−êng hîp trªn; HiÖn t−îng nµy cã thÓ lý gi¶i lµ chñng S. paucimobilis BK16 ®−îc 

ph©n lËp chÝnh tõ m«i tr−êng s÷a, v× vËy chóng cÇn cã c¸c yÕu tè thuËn lîi do qu¸ 

tr×nh lªn men s÷a t¹o ra ®Ó vi khuÈn sinh tæng hîp enzym.  
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H×nh 5: N¨ng lùc tÝch tô enzym cña S. paucimobilis BK16 trong m«i tr−êng 

 

KÕt qu¶ nghiªn cøu nµy rÊt tÝch cùc v× ®©y chÝnh lµ nguån nguyªn liÖu rÎ 

tiÒn vµ hiÖu qu¶ ®Ó ®Þnh h−íng lªn men s¶n xuÊt chÕ phÈm enzym β-

galactozidaza (võa chi phÝ nguyªn liÖu rÎ, võa gãp phÇn gi¶m t¶i « nhiÔm m«i 

tr−êng cho c¬ së chÕ biÕn s÷a). Qu¸ tr×nh lªn men tæng hîp enzym trong m«i 

tr−êng láng phô thuéc vµo nhiÒu yÕu tè: thµnh phÇn m«i tr−êng lªn men (b¶n 

chÊt vµ nång ®é cÊu tö thøc ¨n chÝnh), nhiÖt ®é , pH, thêi gian lªn men, tØ lÖ 

cÊp gièng...  Theo mét sè t¸c gi¶ tØ lÖ gièng cÊp gi÷a 5%-10% hÇu nh− kh«ng 

¶nh h−ëng ®Õn qu¸ tr×nh sinh tæng hîp β-galactozidaza cña vi khuÈn vµ kÕt 

hîp víi c¸c kÕt qu¶ nghiªn cøu ®· tr×nh bµy trong phÇn trªn, ¸p dông ph−¬ng 

ph¸p tèi −u ho¸, chóng t«i ®· lùa chän ho¹t ®é enzym tÝch tô lµm hµm môc 

tiªu víi c¸c biÕn thay ®æi: 

-  Thµnh phÇn m«i tr−êng c¬ së: dÞch th¶i phomat, tõ trung t©m nghiªn cøu dª 

vµ thá, Ba v×, Hµ t©y 

-  X1  lµ nguån cacbon bæ xung: lactoza, víi c¸c møc 0g, 5g, 10g, 15g vµ 20g 

- X2    lµ nguån thøc ¨n nit¬ bæ xung: pepton kÕt hîp víi NH4NO3(1,41g/l ≈ 3g 

NaNO3); víi c¸c møc: kh«ng bæ xung thªm, bæ xung thªm 1, 2, 3 vµ 4 

lÇn hµm l−îng trªn 

-  X3   lµ pH m«i tr−êng thay ®æi theo møc pH=4, pH=5, pH=6 vµ pH=7 
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§Ò tµi ®· triÓn khai c¸c thÝ nghiÖm vµ xö lý theo ph−¬ng ph¸p quy ho¹ch thùc 

nghiÖm ®· thu ®−îc hµm tèi −u lµ: 
                 

                  Y  =  5317,65  +  126,85.X1 - 488,72.X2  +  74,47.X3 

Víi:      Y    lµ ho¹t l®é enzym tÝch tô, MI/ml 

            X1   lµ hµm l−îng lactoza bæ xung vµo dÞch th¶i phomat, g/l 

            X2   lµ hµm l−îng pepton + NH4NO3 ( tØ lÖ 3:1,41), g/l Ntæng 

            X3   lµ pH m«i tr−êng 
           

Theo kÕt luËn trªn, ho¹t ®é enzym β-galactozidaza cã thÓ ®¹t gi¸ trÞ cùc ®¹i 

7456MU/ml, t−¬ng øng víi chÕ ®é lªn men sö dông dÞch th¶i phomat, cã bæ 

xung 15,4g/l lactoza, bæ xung pepton vµ NH4NO3 (theo tØ lÖ 3:1,41) ®Ó ®¹t hµm 

l−îng nit¬ tæng sè 3,022g/l vµ ®iÒu chØnh pH vÒ gi¸ trÞ pH=7, tØ lÖ cÊp gièng 5%, 

nhiÖt ®é lªn men 30oC vµ kÕt thóc qu¸ tr×nh sau thêi gian lªn men lµ 36 giê. 

 

3.2. Nghiªn cøu quy tr×nh t¸ch tinh chÕ thu chÕ phÈm enzym β-

galactozidaza 

                 

KÕt thóc qu¸ tr×nh lªn men, dÞch lªn men ®−îc ly t©m ë 8000v/ph, sau 10 

phót thu sinh khèi. TiÕp theo, hoµ l¹i sinh khèi vµo dung dÞch ®Öm Z l¹nh ë 4oC, 

pH=8,0; råi xö lý tÕ bµo vi khuÈn theo 3 ph−¬ng ¸n lµ: xö lý ho¸ chÊt (bæ xung 

cloroforc vµ SDS 0,1% ®Ó lµm t¨ng tÝnh thÊm thµnh tÕ bµo vi khuÈn), nghiÒn tÕ bµo 

b»ng siªu ©m 18MHez, thêi gian 7 phót (trong ®¸ l¹nh, gi¸n ®o¹n nghiÒn 30'' l¹i 

dõng nghiÒn 30'') råi ly t©m 8000v/ph thu dÞch trong vµ thu vá tÕ bµo (ë d¹ng phÇn 

cÆn, hoµ tan l¹i trong ®Öm Z). KÕt qu¶ thu ®−îc cho thÊy ho¹t ®é enzym trong phÇn 

dÞch trong ly t©m sau khi nghiÒn siªu ©m lín nhÊt, tuy nhiªn vÉn cßn l−îng ®¸ng 

kÓ enzym liªn kÕt víi x¸c tÕ bµo (kho¶ng 30-40%), nghÜa lµ viÖc t×m kiÕm c¸c gi¶i 

ph¸p hç trî nh»m lµm t¨ng hiÖu qu¶ thu håi enzym cÇn thiÕt ph¶i ®−îc triÓn khai 

thªm trong c¸c nghiªn cøu tiÕp theo.  
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H×nh 6: HiÖu qu¶ thu håi enzym trong c¸c ®iÒu kiÖn xö lý kh¸c nhau 

ViÖc thay ®æi thêi gian siªu ©m xö lý ph¸ vì tÕ bµo trong kho¶ng 15 phót ®Çu 

cã t¸c dông lµm t¨ng ®¸ng kÓ l−îng enzym tù do trÝch ly ®−îc (®¹t tíi kho¶ng 

73%); tuy nhiªn nÕu thêi gian t¨ng qu¸ gi¸ trÞ trªn hÇu nh− kh«ng c¶i thiÖn thªm 

®−îc hiÖu qu¶ khai th¸c enzym. 

DÞch trong thu ®−îc sau ly t©m ®−îc xö lý kÕt tña enzym b»ng sö dông 

(NH4)2SO4, víi nång ®é thay ®æi trong kho¶ng 30-70% ®· cho thÊy kh¶ n¨ng kÕt 

tña enzym thuËn lîi trong kho¶ng nång ®é 50-60% (xem h×nh 7); thö nghiÖm kiÓm 

tra l¹i trong d¶i nång ®é trªn ®· x¸c ®Þnh ®−îc nång ®é (NH4)2SO4  thÝch hîp nhÊt 

lµ 47,5%.       
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 H×nh 7: HiÖu qu¶ thu håi enzym khi kÕt tña b»ng sulphatamon    
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Sau khi khi ly t©m ë 8000v/ph, 10 phót råi g¹n bá phÇn dÞch trong, phÇn cÆn 

®−îc chuyÓn vµo tói xelophan, ng©m trong ®Öm photphat pH=7 ë 4oC qua ®ªm  ®Ó 

lo¹i muèi; tiÕp theo hoµ tan l¹i vµo ®Öm photphat pH=7, läc qua mµng läc råi t¸ch 

s¾c ký qua cét trao ®æi ion  cellulose Hiprep 16/10 DEAE; sö dông dung dÞch 

®Öm Tris-HCl 10 mmol, pH=7,5, röa t¸ch b»ng dung dÞch muèi NaCl 2M,  víi 

gradient nång ®é biÕn thiªn tõ 0,0-0,8M. KÕt qu¶ thu ®−îc cho thÊy ho¹t ®é enzym 

tËp trung trong c¸c ph©n ®o¹n t¸ch t−¬ng øng víi tr−êng nång ®é muèi NaCl trong 

kho¶ng 0,08-0,18M. PhÇn thÝ nghiÖm x¸c ®Þnh ®Æc tÝnh enzym ®−îc tiÕn hµnh theo 

tr×nh tù: thu gom c¸c ph©n ®o¹n trªn, c« ®Æc trªn thiÕt bÞ ®«ng kh«, lo¹i muèi vµ c« 

®Æc l¹i ®Ó thu chÕ phÈm láng. KÕt qu¶ nghiªn cøu cho thÊy enzym β-galactozidaza 

cña vi khuÈn S. paucimobilis BK16 cã nhiÖt ®é tèi thÝch trong kho¶ng 40-50oC, cao 

nhÊt ë 45oC; pH tèi −u quanh gi¸ trÞ pH=7 vµ ho¹t lùc enzym vÉn ®¹t >80% sau 

thêi gian ph¶n øng 60 phót. 

 

3.3.  Nghiªn cøu ph©n lËp, tuyÓn chän vµ sö dông nÊm mèc ®Ó lªn men 

thu nhËn enzym β-galactozidaza 

NÊm mèc cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzym β-galactozidaza ®−îc ph©n lËp tõ 

mét sè s¶n phÈm s÷a, tõ mèc t−¬ng vµ tõ b¸nh men r−îu (sö dông chØ thÞ X-Gal; 

trªn m«i tr−êng gåm: lactoza 30g/l; NaNO3 3,0g; KH2PO4 1,0g; MgSO4.H2O 0,5g; 

KCl 0,5g; FeSO4 0,01g vµ aga-agar 25g/l). KÕt qu¶ ph©n lËp s¬ bé thu ®−îc 10 

chñng nÊm mèc kh¸c nhau ph¶n øng d−¬ng tÝnh víi m«i tr−êng X-Gal.  TiÕp tôc 

tuyÓn chän ph©n lËp l¹i thu ®−îc 6 chñng, ký hiÖu lµ M4, M6, M7, M8, M9 vµ M12 

ph¶n øng râ nÐt víi chØ thÞ. Víi môc tiªu t×m kiÕm nguån nÊm mèc sinh tæng hîp 

enzym β-galactozidaza bÒn nhiÖt, ®Ò tµi tiÕp tôc triÓn khai thö nghiÖm nu«i cÊy 

trong m«i tr−êng láng, ë pH=6,0; 30oC vµ tèc ®é l¾c 200v/ph, sau 72 giê thu dÞch 

lªn men ®Ó x¸c ®Þnh ho¹t lùc enzym néi bµo (tiÕn hµnh nh− trªn ®èi t−îng vi 

khuÈn) ë hai chÕ ®é ph¶n øng lµ 30oC vµ 60oC.  KÕt qu¶ nghiªn cøu thu ®−îc cho 

thÊy cã 4 chñng nÊm mèc M4, M6, M9 vµ M12 sinh tæng hîp enzym β-galactozidaza 
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bÒn nhiÖt, ®Æc biÖt nguån enzym β-galactozidaza cña hai chñng M4 vµ M12 vÉn thÓ 

hiÖn ho¹t tÝnh sau thêi gian ph¶n øng lµ 8 giê, trong ®ã chñng M12 cã ho¹t lùc cao 

h¬n. KÕt qu¶ nghiªn cøu h×nh th¸i vµ ®Æc ®iÓm sinh lý vµ ¸p dông chØ tiªu ph©n 

lo¹i Raper ®· cho phÐp ph©n lo¹i ®Þnh tªn cho hai chñng lµ: 

+  Chñng nÊm mèc M4 ®Þnh tªn lµ Aspergillus aculeatus BK-M4 

+  Chñng nÊm mèc M12 ®Þnh tªn lµ Penicillium implicatum BK-M12 

Hai chñng nÊm mèc trªn ®· ®−îc lªn men hiÕu khÝ trong m«i tr−êng láng 

trong fermentor 5 lÝt (m«i tr−êng lªn men gåm dÞch ®−êng ho¸ malt 10,6oBx 10%; 

pepton 0,3% vµ lactoza 7%). Sau 3 ngµy lªn men thu dÞch, ly t©m 5000v/ph, trong 

10 phót ®Ó thu sinh khèi. Hoµ l¹i sinh khèi nÊm trong ®Öm photphat pH=6,9 (60 

mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4; 10 mM KCl; 1 mM  MgSO4) vµ bæ xung thªm 

vµi giät SDS 0,1% råi nghiÒn siªu ©m ë 14kHez trong nåi ®¸ l¹nh, trong 5 phót, 

sau ®ã ly t©m thu dÞch trong lµm dung dÞch enzym. KÕt qu¶ tiÕn hµnh ph¶n øng 

trong nh÷ng ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é kh¸c nhau ®· cho thÊy enzym tõ c¶ hai ®èi t−îng 

trªn ®Òu cã nhiÖt ®é tèi thÝch ë kho¶ng 55oC (xem h×nh 8). 
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Thö nghiÖm nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña pH ®Õn ho¹t tÝnh enzym  ®· cho thÊy 

enzym β-galactozidaza cña P. implicatum BK-M12 cã pH tèi thÝch trong kho¶ng 

pH=4,7-6,0 vµ d−êng nh− chóng rÊt bÒn trong ®iÒu kiÖn pH nµy,  ®Õn møc ho¹t 

tÝnh enzym gÇn nh− suy gi¶m kh«ng ®¸ng kÓ sau 29 giê ph¶n øng (h×nh 9). 

 

Chñng P. implicatum BK-M12
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H×nh 9:   ¶nh h−ëng cña pH ®Õn ho¹t tÝnh enzym β-galactozidaza cña P. implicatum BK-

M12  

¶nh h−ëng cña nång ®é s¶n phÈm t¹o thµnh ®· ®−îc kiÓm tra trªn c¬ chÊt 

galactoza; kÕt qu¶ thÝ nghiÖm cñng cè thªm kÕt luËn cho r»ng ho¹t tÝnh enzym bÞ 

k×m h·m do nång ®é galactoza cao trong m«i tr−êng; tuy nhiªn, ë nång ®é 

galactoza trong kho¶ng 0-3,0g/l ¶nh h−ëng trªn ë møc chÊp nhËn ®−îc. 
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H×nh 10:   ¶nh h−ëng cña nång ®é s¶n phÈm cuèi galactoza ®Õn ho¹t tÝnh enzym β-galactozidaza 

cña P. implicatum BK-M12  
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3.4.    Nghiªn cøu thö nghiÖm øng dông enzym β-galactozidaza ®Ó thuû 

ph©n ®−êng lactoza trong s÷a 

Kh¶ n¨ng øng dông chÕ phÈm enzym β-galactozidaza ®Ó thuû ph©n lactoza 

trong s÷a ®−îc triÓn khai theo hai ph−¬ng ¸n lµ: 

Sö dông chñng vi khuÈn S. paucimobilis BK16  lµm t¸c nh©n, lªn men ë ®iÒu 

kiÖn ®· x¸c ®Þnh ®−îc trong môc 3.1. ®Ó thu sinh khèi vi khuÈn råi ®−a ®i ®«ng 

kh«. Thùc nghiÖm tõ 1 lÝt dÞch lªn men víi ho¹t ®é enzym 6420 MU/ml  ®· thu 

®−îc 5,2g sinh khèi ®«ng kh« víi ho¹t ®é 1012MU/mg; nghÜa lµ kh¶ n¨ng thu håi 

enzym kho¶ng 82%. S÷a t−¬i cã ®−êng, s¶n phÈm th−¬ng m¹i cña c«ng ty 

Vinamilk, ®−îc ®iÒu chØnh ®Õn hµm l−îng ®−ìng xÊp xØ 30g/l; råi bæ xung chÕ 

phÈm sinh khèi ®«ng kh« 0,5g/500ml s÷a (t−¬ng øng nång ®é enzym xÊp xØ 

2000MU/ml). Gi÷ hçn hîp ph¶n øng ë 30oC, trong 1 giê; tiÕn hµnh x¸c ®Þnh hµm 

l−îng ®−êng lactoza vµ glucoza t¹i hai thêi ®iÓm tr−íc vµ sau khi xö lý. KÕt qu¶ 

thu ®−îc cho thÊy hµm l−îng ®−êng lactoza ®· gi¶m ®¸ng kÓ (tõ 12,81g xuèng cßn 

4,63g - t−¬ng øng lµm gi¶m  63,86%; xem chromatogram 2 trong phÇn phô lôc); 

trong khi ®ã hµm l−îng glucoza t¨ng tõ 11,75g/l  lªn 13,61g/l, nghÜa lµ cã thÓ mét 

phÇn lactoza kh«ng bÞ thuû ph©n thµnh glucoza vµ galactoza. Nguyªn nh©n cña 

hiÖn t−îng suy gi¶m trªn cÇn ®−îc nghiªn cøu tiÕp, trong ®ã mét kh¶ n¨ng mong 

®îi lµ cã thÓ nguån enzym trªn cã ho¹t tÝnh galactozyl ho¸ ®¸ng kÓ, nªn mét phÇn 

®−êng lactoza ®· ®−îc chuyÓn ho¸ theo h−íng t¹o s¶n phÈm galacto-

oligosaccharide.                

Sö dông chÕ phÈm enzym β-galactozidaza t¸i tæ hîp cã nguån gèc tõ vi khuÈn 

E. coli ATCC 11105 (do nhãm t¸c gi¶ ViÖn C«ng nghÖ sinh häc, Trung t©m khoa 

häc tù nhiªn vµ C«ng nghÖ quèc gia s¶n xuÊt) ®Ó xö lý s÷a t−¬i trong thêi gian 30 

phót ë 30oC, víi nång ®é enzym kh¸c nhau: 1, 2, 4, 6, 8 vµ 10 lÇn nång ®é c¬ së 

t−¬ng øng víi nång ®é c¬ chÊt trong s÷a t−¬i, mçi d¬n vÞ nång ®é c¬ së t−¬ng øng 

víi 1µmol lactoza trong s÷a) ®· thu ®−îc kÕt qu¶ trong b¶ng sau:  
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B¶ng 1: Sù biÕn ®æi hµm l−îng ®−êng lactoza trong s−az khi xö lý 

 enzym β-galactozidaza t¸i tæ hîp tõ E. coli ATCC 11105  

Nång ®é enzym x 2X 4X 6X 8X 10X 

Hµm l−îng lactoza cßn 

l¹i sau xö lý (%) 69,73 60,07 38,67 28,80 12,60 7,93 

Nh− vËy cã thÓ ghi nhËn hiÖu qu¶ tÝch cùc ®èi víi kh¶ n¨ng sö dông enzym 

β-galactozidaza t¸i tæ hîp ®Ó lµm gi¶m hµm l−îng ®−êng lactoza trong s÷a; tuy 

nhiªn vÊn ®Ò nµy cÇn ®−îc nghiªn cøu chi tiÕt h¬n. 
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IV.    KÕt luËn 

Tæng hîp kÕt qu¶ nghiªn cøu trªn cho phÐp rót ra kÕt luËn sau: 

1.  §· ph©n lËp vµ tuyÓn chän ®−îc 16 chñng vi khuÈn vµ 4 chñng nÊm mèc cã 

kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzym β-galactozidaza cao tõ hÖ sinh th¸i ViÖt nam, 

trong ®ã hai chñng vi khuÈn cã ho¹t lùc sinh tæng hîp cao h¬n c¶ lµ: 

Sphingomonas paucimobilis  BK16  vµ Aeromonas sobria BK41; hai chñng 

nÊm mèc cã ho¹t lùc cao ®−îc lùa chän lµ Aspergillus aculeatus BK-M4  vµ 

Penicillium implicatum BK-M12. §· nghiªn cøu x¸c ®Þnh ®−îc mét sè ®Æc 

tÝnh sinh lý vµ sinh ho¸ cña c¸c chñng ®· tuyÓn chän vµ mét vµi ®Æc tÝnh 

enzym β-galactozidaza ®−îc tæng hîp . 

2. §· x©y dùng ®−îc quy tr×nh c«ng nghÖ lªn men vµ quy tr×nh c«ng nghÖ t¸ch 

tinh chÕ thu chÕ phÈm enzym β-galactozidaza, víi c¸c th«ng sè c«ng nghÖ 

chÝnh lµ:  

  +  Sö dông chñng vi khuÈn S. paucimobilis  BK16 , lªn men  hiÕu khÝ trªn 

m«i tr−êng dÞch th¶i phomat bæ xung thªm ®−êng lactoza 15,4g/l; bæ 

xung pepton vµ NH4NO3 (theo tØ lÖ 3:1,41) ®Ó ®¹t hµm l−îng nit¬ tæng 

sè 3,022g/l vµ ®iÒu chØnh pH vÒ gi¸ trÞ pH=7; tØ lÖ cÊp gièng 5%, nhiÖt 

®é lªn men 30oC vµ kÕt thóc qu¸ tr×nh sau thêi gian lªn men lµ 36 giê. 

HiÖu qu¶ tÝch tô enzym trong thùc tÕ ®¹t 6420 MU/ml vµ kh¶ n¨ng tÝch 

tô lý thuyÕt cã thÓ ®¹t 7456 MU/ml. 

 

  +    Ph−¬ng tr×nh ®iÒu chØnh tèi −u cho qu¸ tr×nh lªn men lµ: 

                  Y  =  5317,65  +  126,85.X1 - 488,72.X2  +  74,47.X3 

Víi:      Y    lµ ho¹t l®é enzym tÝch tô, MI/ml 
            X1   lµ hµm l−îng lactoza bæ xung vµo dÞch th¶i phomat, g/l 
            X2   lµ hµm l−îng pepton + NH4NO3 ( tØ lÖ 3:1,41), g/l Ntæng 

     X3   lµ pH m«i tr−êng 
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 +   KÕt thóc lªn men ly t©m ë 8000v/ph, trong 10 phót ®Ó thu sinh khèi; 

nghiÒn tÕ bµo 10 phót, b»ng siªu ©m tÇn sè 14kHez, trong ®Öm photphat 

pH=7 ë 4oC; råi ly t©m thu dÞch trong; kÕt tña thu enzym b»ng 

(NH4)2SO4 57,5%; lo¹i muèi; t¸ch qua cét trao ®æi ion  cellulose 

Hiprep 16/10 DEAE; röa t¸ch b»ng dung dÞch muèi NaCl 2M  víi 

gradient nång ®é biÕn thiªn tõ 0,0-0,8M thu c¸c ph©n ®o¹n t−¬ng øng 

nång ®é muèi t¸ch trong kho¶ng 0,08-0,18M; lo¹i muèi råi c« ®Æc thu 

chÕ phÈm  enzym. 

         

3.  §· thu ®−îc hai chñng nÊm mèc A. aculeatus BK-M4  vµ P. implicatum BK-

M12 cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzym  β-galactozidaza bÒn nhiÖt vµ ®· x¸c 

®Þnh ®−îc mét vµi ®Æc tÝnh cña chóng lµ: pHopt = 4,7-6,0, topt = 55oC; b¶o tån 

>80% ho¹t lùc ë ®iÒu kiÖn trªn sau 7 giê vµ nång ®é galactoza cho phÐp d−íi 

3,0g/l. 

        

4.  §· thö nghiÖm kiÓm tra sö dông chÕ phÈm enzym β-galactozidaza ®Ó lµm 

gi¶m hµm l−îng ®−êng lactoza trong s÷a vµ thu ®−îc kÕt qu¶ tèt; tuy nhiªn 

vÊn ®Ò nµy cÇn ®−îc nghiªn cøu chi tiÕt h¬n. 

             

5.  §· kÕt hîp sö dông kinh phÝ ®Ò tµi vµo viÖc ®µo t¹o 02 th¹c sÜ vµ 4 kü s− c«ng 

nghÖ sinh häc. §ång thêi ®· t¹o ®iÒu kiÖn hç trî tÝch cùc trong viÖc thiÕt lËp 

vµ triÓn khai hîp t¸c quèc tÕ (cã gi¶i tr×nh bæ xung trong phÇn phô lôc). 
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