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LỜI MỞ ĐẦU
Protein là hợp chất đóng vai trò quan trọng nhất trong sự tồn tại và phát triển của sinh vật, chúng tham gia hầu hết những chức năng chính yếu trong cơ thể sinh vật như cấu tạo tế bào, bảo vệ cơ thể, xúc tác và điều hòa các quá trình chuyển hóa sinh học. Ngày nay, cùng với sự phát triển của ngành công nghệ sinh học, việc nghiên cứu và ứng dụng các sản phẩm có bản chất protein là một lĩnh vực đang rất được các nhà khoa học trên toàn thế quan tâm. Đã có nhiều công trình nghiên cứu có giá trị về các hợp chất protein, nhiều sản phẩm có bản chất protein đã được sản xuất nhằm ứng dụng vào các ngành công nghiệp cũng như cải thiện chất lượng cuộc sống con người. Trong các sản phẩm có bản chất protein, enzyme là hợp chất được nghiên cứu và ứng dụng rộng rãi nhất.

Enzyme là chất xúc tác sinh học, đa số các enzyme có bản chất hóa học là protein, một số ít lại có bản chất là axit ribonucleic (được gọi là Ribozym), chính nhờ sự hiện diện của enzyme mà các phản ứng chuyển hóa xày ra hết sức dễ dàng và thuận lợi trong cơ thể sinh vật. Có thể nói các quá trình hóa học xảy ra trong hệ thống sống là những phản ứng có hiệu quả cao nhất, đó chính là nhờ sự xúc tác và điều hòa bởi enzyme. Enzyme không những có đầy đủ các tính chất của một chất xúc tác thông thường mà chúng còn có những đặc tính ưu việt hơn như:

- Cường lực xúc tác mạnh hơn nhiều so với các chất xúc tác vô cơ.

- Có khả năng xúc tác của enzyme trong các phản ứng hóa học xảy ra trong điều kiện nhiệt độ, pH, áp suất bình thường.

- Có tính đặc hiệu cơ chất và đặc hiệu phản ứng cao. 
Đặc điểm quan trọng nhất của enzyme đó là khi chiết tách và sử dụng enzyme trong các phản ứng bên ngoài cơ thể sinh vật (invitro) thì khả năng xúc tác của enzyme vẫn không thay đổi. Chính bởi đặc điểm này mà enzyme đã được nghiên cứu và sử dụng rộng rãi với quy mô ngày càng lớn, dẫn đến việc hình thành và phát triển ngành công nghệ sản xuất enzyme.

Để có thể khai thác và sử dụng hiệu quả các sản phẩm có bản chất protein cũng như enzyme, chúng ta cần phải có những hiểu biết nhất định về chúng.

Giáo trình “Công nghệ protein-enzyme” được biên soạn nhằm cung cấp những kiến thức cơ bản nhất về protein – enzyme, các phương pháp thường được sử dụng trong nghiên cứu protein – enzyme như xác định hoạt độ enzyme, tách và tinh chế protein – enzyme, công nghệ sản xuất và ứng dụng của protein – enzyme.

Nội dung của giáo trình được trình bày trong 5 chương:

Chương 1: Đại cương về protein – enzyme
Chương 2: Các phương pháp tách chiết và tinh sạch protein – enzyme
Chương 3: Các phương pháp phân tích protein - enzyme
Chương 4: Công nghệ sản xuất enzyme và protein

Chương 5: Ứng dụng của enzyme
Ngoài ra, cuối mỗi chương đều có phần tóm tắt chương và câu hỏi ôn tập giúp cho người đọc dễ dàng hơn trong việc nắm vững những nội dung chính đã được trình bày trong từng chương.

Chương 1, 4, 5 do PGS.TS Trần Thị Xô biên soạn

Chương 2 và 3 do ThS. Hoàng Bá Thanh Hải biên soạn, PGS.TS Trần Thị Xô hiệu chỉnh.

Giáo trình là tài liệu học tập chính của sinh viên bậc Cao đẳng của trường Cao đẳng Lương thực – Thực phẩm Đà Nẵng, tuy nhiên nhóm tác giả cũng mong muốn đây cũng là tài liệu tham khảo bổ ích cho các sinh viên ngành công nghệ sinh học cũng như các bạn đọc có quan tâm đến lĩnh vực protein – enzyme.

Tuy nhóm tác giả đã cố gắng biên soạn để giáo trình được hoàn chỉnh, các nội dung trong giáo trình được sưu tầm từ nhiều nguồn tài liệu khác nhau và có xu hướng cập nhật kiến thức mới, giáo trình cũng không thể nào tránh khỏi những thiếu sót nhất định. Nhóm tác giả rất mong nhận được sự quan tâm, cũng như những ý kiến đóng góp của bạn đọc để cho giáo trình được hoàn thiện hơn trong các lần tái bản sau.


Xin chân thành cảm ơn.


Đà Nẵng, ngày 24 tháng 11 năm 2010


Nhóm tác giả

CHƯƠNG 1. ĐẠI CƯƠNG VỀ PROTEIN - ENZYME
Protein là thành phần quan trọng không thể thiếu được của tất cả các cơ thể sống, là nền tảng cấu trúc và chức năng của cơ thể sinh vật. Cấu trúc phân tử protein được xác định vào giữa thế kỷ 20 với công trình nghiên cứu của Pauling. Từ sau 1950, rất nhiều nghiên cứu về protein, đến nay các nhà khoa học đã xây dựng được lý thuyết về khả năng hoạt động sinh học của protein và đã đề ra được cơ chế tổng hợp protein trong tế bào. Trong những năm gần đây con người đã tổng hợp được một số protein có hoạt tính sinh học cao nhằm mục đích nghiên cứu và phục vụ cho y dược bằng phương pháp hóa học và bằng phương pháp sinh học với công nghệ ADN tái tổ hợp.
Một trong những chức năng sinh học của protein là xúc tác. Hầu hết các phản ứng hóa học xảy ra trong tế bào, trong cơ thể sống đều do các protein đặc hiệu xúc tác, các protein này gọi là enzyme. Hiện nay enzyme được sử dụng rộng rãi trong nhiều lĩnh vực như y, dược, công nghiệp thực phẩm, công nghệ sinh học, xử lý môi trường, sản xuất chất tẩy rửa vv... Để nâng cao hiệu quả trong quá trình sản xuất và sử dụng enzyme cần phải hiểu sâu sắc về cấu tạo và những tính chất cơ bản của chúng.
Những hiểu biết về protein, về enzyme và các quá trình sinh học trong cơ thể sống sẽ giúp con người chủ động điều khiển mọi hoạt động và quá trình sống theo hướng có lợi nhất nhằm đảm bảo sự phát triển bền vững, bảo vệ môi sinh, bảo vệ con người.
Những kiến thức cơ bản về protein và về enzyme được trình bày trong chương này chủ yếu là những vấn đề có mối quan hệ mật thiết với quá trình sản xuất và sử dụng protein và enzyme.
1. KHÁI NIỆM CƠ BẢN VỀ PROTEIN

Giữa thế kỷ thứ 19, nhà hoá học người Đức Gerardus Mulder đã chiết được một loại hợp chất đặc biệt, chúng vừa có mặt ở tế bào động vật, vừa có mặt ở tế bào thực vật. Hợp chất này đóng vai trò quan trọng trong sự tồn tại của mọi tế bào sinh vật trên trái đất. Theo đề nghị của Berzelius - nhà hoá học Thụy Điễn nổi tiếng, G. Mulder đặt tên chất đó là protein - theo tiếng la tinh "proteos" có nghĩa là quan trọng hàng đầu.

Protein có tính đặc thù cao. Protein của mỗi loài có những đặc tính riêng biệt, chúng ta có thể nhận thấy sự khác biệt này thông qua một số tính chất cảm quan như màu sắc, độ cứng, độ đàn hồi của khối thịt, màu sắc, mùi vị... Về mặt cấu trúc và tính chất, protein có những đặc tính không có ở bất kỳ hợp chất hữu cơ nào, và chính những đặc tính này bảo đảm chức năng "cơ sở sự sống" của protein. Những chức năng mà protein đảm nhận có thể liệt kê:

1- Chức năng tạo hình: trong cơ thể, protein đóng vai trò là chất tạo hình chính, protein có mặt ở hầu hết các thành phần cấu tạo của tế bào, hình thành nên cấu trúc tế bào. Từ các tế bào xây dựng nên các cơ thể đa bào như động vật, thực vật. Trong cơ thể protein là yếu tố có khối lượng nhiều nhất sau nước, gần 1/2 trọng lượng khô của người trưởng thành là protein. Protein là thành phần cấu tạo của xương, của cơ và của các mô liên kết.

2- Chức năng xúc tác: các protein làm nhiệm vụ xúc tác trong cơ thể được gọi là enzyme. Enzyme thực hiện xúc tác hầu hết các phản ứng xảy ra trong cơ thể sống. Sự thiếu hụt enzyme hay sự hoạt động không đồng bộ của enzyme trong cơ thể dẫn đến sự rối loạn trao đổi chất, làm cho cơ thể sống không thể sinh sản và phát triển bình thường được. 

3- Chức năng vận chuyển: một số protein làm nhiệm vụ vận chuyển các chất trong cơ thể sống từ vị trí này sang vị trí khác hay từ cơ quan này đến cơ quan khác trong cùng một cơ thể. Ví dụ: Hemoglobin ở động vật, chúng kết hợp với O2 ở phổi và vận chuyển đến các cơ quan trong cơ thể và vận chuyển CO2 từ các mô trong cơ thể để thải ra ngoài qua phổi. Protein đóng vai trò quan trọng trong việc vận chuyển các chất dinh dưỡng qua thành ruột vào máu và từ máu đi đên các tế bào trong cơ thể. Protein vận chuyển nhiều thành phần khác nhau trong cơ thể, ví dụ lipoprotein là chất mang của các phân tử lipit, protein-metalothionin là chất vận chuyển ion đồng hoặc kẽm.

4- Chức năng chuyển động: các cơ thể sống có thể vận động được là nhờ các protein làm chức năng chuyển động. Hình thức vận động như sự di động của tinh trùng, di động của động vật đơn bào (trùng roi), sự co cơ giúp chúng ta đi lại, nói cười, … đều do các protein đảm nhận. Ví dụ sự co cơ được thực hiện nhờ chuyển động trượt lên nhau của hai loại sợi protein là miozin (sợi to) và actin (sợi mảnh).

5- Chức năng bảo vệ: trong cơ thể động vật có những protein đặc hiệu làm nhiệm vụ bảo vệ. Hệ thống miễn dịch của cơ thể sản xuất ra các protein bảo vệ được gọi là kháng thể. Hiện nay, người ta đã biết được nhiều loại kháng thể có mặt trong máu người và động vật, chuyên làm nhiệm vụ bảo vệ cơ thể chống lại sự xâm nhập của những protein lạ, vi khuẩn, virus. Protein làm nhiệm vụ đông máu, bịt vết thương chống sự mất máu cũng là những nhân tố bảo vệ. Hệ thống enzyme giải độc của gan làm nhiệm vụ bảo vệ chống các chất độc hại cho cơ thể.

6- Chức năng dẫn truyền các xung động thần kinh: sự dẫn truyền các xung động thần kinh là một quá trình xảy ra với một tốc độ nhanh, phức tạp, có sự tham gia của các protein, enzyme. Trong nhiều trường hợp, protein đóng vai trò trung gian quyết định.

7- Chức năng kiến tạo và chống đỡ cơ học: những protein làm nhiệm vụ chống đỡ và kiến tạo cơ học như colagen, elastin có mặt trong gân, sụn đảm bảo độ mềm dẻo, bền vững của các mô liên kết. Ở con tằm và một số loài sâu có lớp vỏ bọc ngoài cho con của chúng có bản chất protein để bảo vệ và chống sự tác động ở bên ngoài.

8- Chức năng cung cấp năng lượng: protein là chất sinh năng lượng, khi lượng gluxit và lipit không cung cấp đủ năng lượng cho hoạt động của cơ thể thì protein tham gia cân bằng năng lượng.

Ngoài ra, để cơ thể có thể hoạt động thống nhất và đồng bộ protein còn có chức năng điều hoà. Protein điều hoà có thể là một enzyme, một hormon, chất dẫn truyền các xung động thần kinh... Sự hoạt động đồng bộ, thống nhất của các protein điều hoà đảm bảo cho sự sinh trướng và phát triển bình thường của một cơ thể sống.

Sự phân biệt các chức năng như trên chỉ là tương đối vì không phải lúc nào cũng rõ ràng, có những trường hợp, một protein có thể đảm nhận một số chức năng khác nhau, hoặc có thể trong từng điều kiện cụ thể chức năng của một protein không giống nhau.

Tóm lại, không có sự sống nếu không có protein.

1.1. Cấu tạo và tính chất của protein

1.1.1. Axit amin là thành phần cấu tạo cơ bản cua protein

Khi thủy phân protein người ta thu được chủ yếu là 20 loại axit amin. Các axit amin trong thành phần protein đều là các axit (-amin, có công thức cấu tạo chung như sau:
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R - gốc hydrocarbon (mạch thẳng, mạch vòng), gốc R có thể chứa các nhóm chức năng như: (COOH, (NH2 , (OH, (SH, ... Công thức cấu tạo và tên gọi của 20 axit amin trong thành phần protein (tham khảo giáo trình Hóa sinh)
Do sự có mặt của các nhóm mang điện tích nên các axit amin dễ tan trong các dung môi phân cực như nước, rượu. Khả năng tan của mỗi loại axit amin là khác nhau. Axit amin không tan trong các dung môi không phân cực như benzen, ether, ... NH3 lỏng là dung môi tốt nhất cho các axit amin. Các axit amin có mặt trong thành phần cấu tạo protein đều có khả năng kết tinh, tinh thể bền ở nhiệt độ 20(25(C. Phần lớn axit amin trong cơ thể sống đều nằm ở dạng L, nên dạng L là dạng mà cơ thể dễ dàng hấp thụ, cơ thể không hấp thụ nhiều axit amin dạng D, riêng D-methionine và D-phenylalanine thì cơ thể người có thể hấp thụ được.

Axit amin chứa hai nhóm chức là (COOH và (NH2 nên chúng có tính điện ly lưỡng tính. Tuỳ theo pH của môi trường hoà tan mà các axit amin có thể mang điện tích âm hoặc dương. Trong môi trường axit mạnh, axit amin tồn tại ở dạng ion dương; ngược lại, trong môi trường kiềm mạnh, tồn tại ở dạng ion âm. Trong dung dịch nước, axit amin bao giờ cũng có 3 dạng ion: cation, ion lưỡng cực và anion, như vậy khi thay đổi pH môi trường sẽ dẫn đến sự thay đổi nồng độ của các dạng ion.

Tại giá trị pH mà ở đó axit amin trung hòa về điện - nghĩa là tại đó, dạng ion lưỡng cực chiếm nhiều nhất, còn các dạng anion và cation chiếm ít nhất và bằng nhau về số lượng, axit amin không di chuyển trong điện trường, pH của môi trường đó được gọi là pH đẳng điện (pHi hay pI):

Khi hai axit amin kết hợp với nhau sẽ tạo thành một di-peptid. Nếu di-peptid này kết hợp thêm với một axit amin nữa sẽ tạo thành tri-peptid. Quá trình phản ứng tiếp tục tiếp diễn sẽ tạo thành tetra-peptid, ..., polypeptid. Như vậy nếu có n phân tử axit amin kết hợp với nhau thì sẽ tạo thành được (n-1) liên kết peptid và (n-1) phân tử nước. Từ 2 axit amin có thể tạo thành 2 loại dipeptid, từ 3 axit amin có thể tạo thành 6 loại tripeptid và từ n axit amin có thể tạo thành n ! peptid (Pn = n ! = 1.2.3…..n), như vậy từ 20 loại axit amin có thể tạo được 20! Phân tử protein.

 Sự hình thành mạch polypeptid diễn ra trong cơ thể sống là một quá trình phức tạp có sự tham gia của nhiều enzyme - đó là quá trình tổng hợp protein.

Trong số 20 axit amin thường gặp trong thành phần protein, có một số axit amin mà cơ thể người và động vật không thể tự tổng hợp được mà phải lấy từ bên ngoài vào qua nguồn thức ăn gọi là axit amin không thay thế. Trong trường hợp ở nguồn dinh dưỡng bị thiếu hụt các axit amin  này thì cơ thể không thể tự tổng hợp được để bù đắp cho sự thiếu hụt đó được. Chính vì vậy mà nó sẽ ảnh hưởng trực tiếp đến các hoạt động sống của cơ thể và quá trình tổng hợp protein trong cơ thể.

Ở người có 10 axit amin không thay thế, trong đó: Người lớn có 8 axit amin không thay thế là: valine, leucine, isoleucine, methionine, threonine, phenylalanine, trytophan, lysine - Trẻ em còn có thêm 2 axit amin nữa là arginine và histidine.

Một trong những tiêu chuẩn đánh giá chất lượng protein thực phẩm là đảm bảo đầy đủ hàm lượng axit amin không thay thế và tỷ lệ cân đối giữa chúng trong protein.     

1.1.2. Cấu trúc phân tử protein
Về mặt cấu trúc và các dạng tồn tại trong không gian của các protein có khác nhau, hiện người ta phân biệt 4 loại cấu trúc của protein:
1- Cấu trúc bậc 1

Cấu trúc bậc 1 của protein được mô tả chi tiết qua công trình nghiên cứu về cấu tạo phân tử insulin của F. Sanger và các cộng sự của ông năm 1955. Công trình này được giải thưởng Nobel về hóa học năm 1957.

Cấu trúc bậc 1 của protein là thành phần và trình tự sắp xếp của các gốc axit amin trong mạch polypeptide (hình 1.1). Trình tự sắp xếp nghiêm ngặt của các gốc axit amin trong một protein được mã hóa trong ADN.

Hiện nay, cấu trúc bậc 1 của nhiều protein đã được thiết lập. Đa số các protein có số gốc axit amin giữa 100 và 500, nhưng cũng có nhiều protein có số lượng gốc axit amin lớn hơn nhiều. 

2- Cấu trúc bậc 2

Cấu trúc bậc 2 của protein được thể hiện ở sự sắp xếp thích hợp của các nguyên tố trong không gian của chuỗi polypeptide. Do các nguyên tố carbon ( có thể quay tự do xung quanh trục tạo thành bởi các liên kết đồng hóa trị, làm cho chuỗi polypeptide có nhiều hình thể. Có hai dạng hình thể cấu trúc bậc 2 thường gặp là cấu trúc xoắn và cấu trúc gấp nếp.

Khi nghiên cứu về cấu hình không gian của protein, Linus Pauling và Robert Corry đã chứng minh rằng, chuỗi polypeptide có cấu tạo xoắn ốc. Mô hình cấu tạo xoắn ( như sau: Mỗi vòng xoắn gồm 3,6 gốc axit amin (18 gốc axit amin sẽ tạo được 5 vòng xoắn) - Khoảng cách giữa các vòng xoắn là 5,4Å (1,5Å cho mỗi axit amin) - Các gốc bên của các axit amin không tham gia trực tiếp vào việc tạo thành mạch polypeptid đều hướng ra ngoài. Góc xoắn là 26(. Có thể có xoắn (-phải và xoắn (-trái (hình 1.1). 

Cấu tạo xoắn được giữ bền vững nhờ các liên kết hydro. các liên kết hydro được hình thành tối đa giữa nhóm –CO của liên kết polypeptide này với nhóm –NH của liên kết  peptide thứ 3 kề nó (4 axit amin trong 1 khoảng liên kết).

Cấu trúc xoắn ( của protein có độ bền rất cao và rất phổ biến trong các protein, tuy nhiên số lượng vòng xoắn ( trong mỗi protein phụ thuộc vào số lượng và trình tự sắp xếp các axit amin trong protein đó. Một số axit amin không có khuynh hướng tham gia hình thành cấu tạo xoắn, ngược lại, một số khác lại đóng vai trò chủ đạo trong việc hình thành cấu tạo xoắn. 

Cấu trúc gấp nếp (: Là cấu trúc hình chữ chi, tương tự như tờ giấy gấp nếp. Mặt liên kết peptid nằm trên mặt phẳng gấp nếp (mặt phẳng tờ giấy), các gốc bên R của các axit amin  có thể ở trên hoặc ở dưới mặt phẳng gấp nếp. Ba thành phần cơ bản –CH, –NH và –CO– sắp xếp thành một góc 120( , mạch polypeptid bị gập lại ở –CH - tạo thành cấu trúc gấp nếp. Các mạch polypeptid nằm kề nhau liên kết với nhau bằng liên kết hydro giữa nhóm –CO– của mạch này với nhóm – NH– của mạch kia (hình 1.1). Khoảng cách trên trục giữa hai gốc axit amin kề nhau là 3,5Å (ở xoắn (  là 1,5Å). Có hai kiểu gấp nếp (: song song và đối song song.

- Gấp nếp kiểu song song được hình thành khi các đoạn poly-peptide nằm kề nhau có trình tự sắp xếp các nhóm (NH và (CO theo cùng một hướng. Ví dụ các đoạn đi theo cùng chiều từ đầu (NH2 đến đầu (COOH của chuỗi polypeptide hay ngược lại, Cấu trúc gấp nếp kiểu song song là cấu trúc của fibroin của tơ tằm.
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- Gấp nếp ( kiếu đối song song có trình tự sắp xếp ngược lại. Các đoạn peptid nằm kề nhau có hướng sắp xếp ngược nhau. Đoạn này có chuỗi polypeptid đi theo chiều từ đầu (NH2 đến đầu (COOH, còn đoạn nằm kề nó thì đi theo chiều từ đầu (COOH đến đầu (NH2 của chuỗi polypeptid.
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Kiểu đối song song có thể tìm thấy ở một số protein hình cầu khi mạch polypeptid bị đảo hướng (một chuỗi polypeptid khi nó tự cuộn gập lại).


3- Cấu trúc bậc 3

Cấu trúc bậc 3 là cấu trúc không gian ba chiều của mạch polypeptid trong đó có đoạn có cấu trúc bậc 2 hoàn chỉnh cũng có đoạn có cấu trúc vô định hình, đặc trưng cho từng loại protein riêng biệt. Trong thực tế, nhiều protein có cấu trúc bậc 3 tồn tại dưới dạng hình cầu. Nguyên nhân làm cho các phân tử protein có thể cuộn lại thành hình cầu là vì sự tương tác giữa các nhóm bên (gốc R) của axit amin. Do sự tương tác này mà cấu trúc bậc 2 đều đặn bị biến dạng, dẫn đến hình thành cấu trúc bậc 3. Như vậy, ở cấu trúc bậc 3, chuỗi polypeptid có những vùng có cấu trúc bậc 2 xác định, có những vùng có cấu trúc gấp nêp ( và những vùng xoắn ngẫu nhiên làm cho phân tử cuộn lại có dạng hình cầu. 

Đặc điểm quan trọng trong cấu trúc bậc 3 là sự hình thành những vùng kỵ nước do các gốc bên không phân cực của các axit amin hợp thành. Nhiều nghiên cứu đã chứng minh rằng, cấu trúc bậc 3 được giữ vũng và ổn định chủ yếu do sự tương tác kỵ nước và liên kết hydro. Ngoài ra, người ta cũng tìm thấy liên kết disulfur (–S–S–) ở một số protein có cấu trúc bậc 3, song sự hình thành cầu disulfur không phải là lực chủ đạo làm cho mạch polypeptid cuộn lại, mà nó được hình thành ngẫu nhiên khi các nhóm –SH của các gốc axit amin trong chuỗi polypeptid đã cuộn lại nằm kề nhau. 

Cầu disulfur đóng vai trò giữ vững và ổn định cấu trúc bậc 3. Phần lớn các protein hình cầu có cấu trúc bậc 3, có các gốc axit amin kỵ nước quay vào trong - còn các gốc axit amin ưa nước phân bố trên bề mặt. 

4- Cấu trúc bậc 4

Cấu trúc bậc 4 được hình thành từ 2 hoặc nhiều đơn vị có cấu trúc bậc 3. Các đơn vị cấu trúc bậc ba có thể liên kết với nhau bằng các liên kết bền như liên kết disulfua, cũng có thể bằng liên kết không bền. Các cấu trúc bậc 4 thường có dạng hình cầu vì các đơn vị cấu trúc bậc 3 có dạng cầu. Ví dụ: Phân tử hemoglobin có 4 đơn vị có cấu trúc bậc 3 (còn gọi là phần dưới đơn vị), gồm 2 chuỗi ( và 2 chuỗi (.
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Hình 1.1:  Mô hình bốn bậc cấu trúc của protein
Hoạt tính sinh học của protein liên quan mật thiết đến cấu trúc bậc cao của chúng. Một khi cấu trúc bậc cao của một protein bị thay đổi, thì chắc chắn nó sẽ bị mất hoạt tính sinh học ban đầu của nó. Đồng thời, số lượng và trình tự sắp xếp đặc trưng riêng của các gốc axit amin trong chuỗi polypeptid quyết định cho việc hình thành cấu trúc bậc cao của phân tử protein.

1.2. Một số tính chất của protein 
1.2.1. Khối lượng và hình dạng phân tử protein


Protein có khối lượng phân tử lớn và rất khác nhau: có những protein có khối lượng phân tử khoảng 10.000 Dalton, nhưng cũng có những protein mà khối lượng phân tử lên đến hàng triệu Dalton. 

Về hình dạng, protein có thể chia làm 2 dạng chính:

- Hình cầu (hình cầu và hình bầu dục): Những protein này có tỷ lệ giữa trục dài và trục ngắn nhỏ hơn hoặc bằng 20, như ribonuclease, pepsin, insulin, myoglobin...

- Hình sợi: Những protein này có tỷ lệ trục dài trên trục ngắn lớn hơn 20 (hoặc hơn nhiều), như keratin của tóc, fibroin của tơ, miozin của cơ, ...    


Độ nhớt của một dung dịch protein phụ thuộc vào khối lượng phân tử, hình dạng của protein và nồng độ của chúng. Nhiều nghiên cứu cho thấy rằng, độ nhớt của một dung dịch protein hình sợi cao hơn so với protein hình cầu có cùng trọng lượng phân tử và cùng nồng độ dung dịch.

1.2.2. 
Khả năng tan của protein
Khả năng tan của protein phụ thuộc vào nhiều yếu tố như:

- Cấu tạo phân tử, thành phần và trình tự sắp xếp của các axit amin

- Bản chất dung môi

- Sự có mặt của các ion của một số muối trung tính

- pH và nhiệt độ

Khả năng tan trong nước của protein phụ thuộc vào số lượng và sự phân bố của các nhóm kỵ nước và háo nước trong cấu tạo phân tử bậc cao của chúng. Mỗi protein có khả năng tan riêng biệt trong dung dịch. Khả năng tan trong nước của protein thấp nhất khi pH dung dịch ở điểm đẳng điện. Tại điểm đẳng điện phân tử protein bị mất lớp nước bao quanh phân tử (lớp vỏ hydrat) nên các phân tử protein dễ kết tụ với nhau tạo thành khối lớn và kết tủa. Như vậy, ở điểm đẳng điện, khả năng kết tủa của protein cao nhất. Ngược lại, khi pH môi trường ngoài điểm đẳng điện thì khả năng tan tăng lên. Protein có thể bị kết tủa khi nồng độ ion của một số muối trung tính cao. Người ta thường sử dụng muối (NH4)2SO4, Na2SO4, muối phosphat để kết tủa protein. Các muối này có khả năng tác dụng là tốt nhất khi pH ở điểm đẳng điện.

Protein cũng bị kết tủa bằng các dung môi không phân cực như metannol, etanol, acetol. Để kết tủa protein, tốt nhất, nên thực hiện ở nhiệt độ thấp. Khi tách và làm sạch protein, trong nhiều trường hợp, người ta dựa vào tính tan của chúng.

Protein có thể kết tủa thuận nghich và kết tủa không thuận nghịch. Kết tủa thuận nghịch là trường hợp sau khi bị kết tủa, nếu ta loại bỏ yếu tố kết tủa (các muối trung tính chẳng hạn) protein có thể trở về với trạng thái ban đầu. Kết tủa không thuận nghịch là trường hợp ngược lại, sau khi loại bỏ yếu tố kết tủa protein không thể trở về trạng thái ban đầu hay nói cách khác là đã bị biến tính. 
1.2.3. Khả năng điện ly lưỡng tính
Tương tự như axit amin, protein cũng có tính điện ly lưỡng tính. Tại điểm đẳng điện pI (isoelectric point), phân tử trung hòa về điện - tức tổng điện tích dương bằng tổng các điện tích âm. 

Ở môi trường pH<pI, phân tử mang điện tích dương và ngược lại, ở pH>pI, phân tử mang điện tích âm. Số lượng các nhóm mang điện tích có thể xác định bằng cách xây dựng đường chuẩn độ của protein bằng axit và kiềm. 

Tính điện ly lưỡng tính được sử dụng trong phân tích protein bằng phương pháp điện di. Đặt protein vào một môi trường đệm có giá trị pH lớn hơn (hoặc nhỏ hơn) giá trị pI của protein dẫn đến protein mang điện tích, khi đó đưa vào điện truờng nó sẽ di chuyển về cực trái dấu. Mỗi loại protein sẽ có tốc độ di chuyển riêng, phụ thuộc vào điện tích, trọng lượng, cấu hình không gian của phân tử.

1.2.4. 
Sự biến tính của protein
Một protein bị biến tính khi cấu trúc của nó bị biến đổi kèm theo sự thay đổi các tính chất và khả năng sinh học của nó. Khi bị biến tính, các liên kết phi đồng hóa trị (liên kết hydro, tương tác kỵ nước, tương tác tĩnh điện, ...) bị phá vỡ dẫn đến cấu trúc bậc 2, bậc 3, bậc 4 của protein bị biến đổi, nhưng cấu trúc bậc một không thay đổi. Sau khi bị biến tính, protein thường có một số biểu hiện thay đổi so với ban đầu như: 

- Độ hòa tan và khả năng giữ nước giảm, do cấu tạo bậc cao của phân tử bị phá vỡ làm các nhóm kỵ nước lộ ra nhiều hơn.

- Mất hoạt tính sinh học: mất khả năng xúc tác, khả năng tạo liên kết, khả năng phản ứng…

- Dễ bị thủy phân bởi các enzyme, do các liên kết peptid lộ ra nhiều nên dễ bị enzyme tấn công.

- Mất khả năng kết tinh và tăng độ nhớt trong dung dịch.

Protein có thể bị biến tính do tác động của các yếu tố như nhiệt, tia cực tím, các tia vật lý có năng lượng cao, tác động cơ học, tác động hóa học ...

· Biến tính do tác động của nhiệt

Nhiệt độ là tác nhân gây biến tính thường gặp. Dưới tác dụng của nhiệt độ cao, một số liên kết kém bền như liên kết hydro, liên kết vanderwaals, …bị phá huỷ dẫn đến phá vỡ cấu trúc bậc cao như cấu trúc xoắn, cấu trúc gấp nếp, …làm phân tử giãn mạch. Vận tốc biến tính phụ thuộc vào nhiệt độ, nhiệt độ càng cao sự biến tính càng nhanh. Không những nhiệt độ cao mà nhiệt độ thấp cũng làm biến tính protein. Khi hạ nhiệt độ, sự phân ly, sự sắp xếp các tiểu đơn vị trong phân tử protein thay đổi dẫn đến sự biến tính protein. Ví dụ protein của trứng, của sữa, một số protein của đậu tương cũng bị kết tủa khi ở nhiệt độ lạnh. Các protein có tỉ lệ axit amin kỵ nước/ axit amin có cực cao thì dễ bị biến tính ở nhiệt độ thấp.

Sự biến tính của protein do nhiệt thường phụ thuộc vào bản chất và nồng độ của protein, hoạt độ của nước, pH, bản chất và lực của các ion có mặt.

· Biến tính do tác động của một số các tác nhân vật lý 

Protein bị biến tính dưới tác động của các tia bức xạ, tia cực tím, các tia ion hoá. Các axit amin có vòng thơm hấp thụ mạnh tia cực tím làm thay đổi cấu trúc. Các tia có năng lượng cao làm biến đổi hình thể, oxy hoá một số gốc axit amin, phá hủy liên kết đồng hoá trị, phá vỡ cầu disulfur gây biến tính protein.

· Biến tính do tác động cơ học
Các tác động cơ học như nhào trộn, đập, giã, cắt, … tạo ra một lực cắt có thể làm đứt mạch hoặc phá vỡ cấu trúc bậc 2, bậc 3, gây biến tính protein.

· Biến tính do tác động của các tác nhân hoá học 

Các dung môi hữu cơ là những tác nhân gây biến tính protein, vì chúng phá vỡ tương tác kỵ nước và làm biến đổi các lực hút tĩnh điện vốn làm ổn định cấu trúc phân tử. Các chất hoạt động bề mặt cũng là những tác nhân gây biến tính protein, chúng tác dụng như những chất trung gian giữa vùng kỵ nước của protein và môi trường háo nước, do đó, gây phá huỷ các liên kết kỵ nước dẫn đến làm giãn mạch phân tử protein. Hiện nay người ta đã xác định được nhiều loại hóa chất có khả năng gây biến tính protein như axit mạnh, kiềm mạnh, dung dịch guanidine hydro-cloride có nồng độ 4(8M hay trong dung dịch urê nồng độ 8(10M.

1.2.5. Khả năng bị thủy phân của protein

Protein bị thủy phân bỡi axit, kiềm và enzyme. Quá trình thủy phân và các loại sản phẩm tạo thành có thể biểu diễn như sau:
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Sản phẩm thủy phân hoàn toàn là các axit amin. Tùy mức độ thủy phân mà thành phần các chất trong sản phẩm có thay đổi, có thể là một hỗn hợp gồm pepton, peptid và axit amin, có thể chủ yếu là các peptid, oligopeptid và axit amin...

Khi thủy phân bằng tác nhân axit thì các axit amin thu nhận không bị chuyển sang dạng D (là dạng mà cơ thể người không hấp thụ được), tuy nhiên tác nhân axit sẽ phá hủy hoàn toàn Triptophan và một phần các axit amin có chứa các nhóm chức -OH, -SH, - NH2... Khi Thủy phân bằng tác nhân kiềm mạnh như NaOH, thường làm các axit amin chuyển sang dạng D, làm giảm giá trị dinh dưỡng. Ngoài ra một số axit amin như Cysteine, Arginine, Methionine bị phá hủy.

Thủy phân bằng tác nhân enzyme cho phép nhận được hoàn toàn các axit amin không bị biến đổi. Enzyme phân giải liên kết peptid là các peptidase hay còn gọi là protease. Nguồn enzyme thủy phân protein có thể thu nhận từ vi sinh vật, thực vật và động vật.

1.2.6. Khả năng hấp thụ tia tử ngoại của dung dịch protein

Dung dich protein có khả năng hấp thụ tia tử ngoại ở hai vùng bước sóng là 180 ( 220 và 250 ( 300 nm

Tại bước sóng từ 180 ( 220, là vùng hấp thụ của liên kết peptid trong phân tử protein, độ hấp thụ cực đại tại 190 nm. Do số lượng liên kết peptid nhiều trong phân tử protein nên khi đo ở bước sóng này có thể định lượng được tất cả các loại protein với nồng độ thấp. Tuy nhiên nếu trong dung dịch protein có mặt của các tạp chất, thì bước sóng hấp phụ cực đại có thể sẽ dịch chuyển về vùng có bước sóng dài hơn. Mặt khác các tạp chất cũng có thể hấp thụ ở vùng bước sóng 180 ( 220 nm, nên trong thực tế người ta thường đo ở bước sóng 220 ( 240 nm.
Tại bước sóng từ 250 ( 300 nm, là vùng hấp thụ ánh sáng của các axit amin có vòng thơm trong phân tử protein, độ hấp thụ cực đại tại 280 nm.  Ở bước sóng này thì Tryptophan hấp thụ mạnh nhất, sau đó đến Tyrosine. Hàm lượng các axit amin có vòng thơm trong các protein khác nhau là không giống nhau, vì vậy dung dịch có nồng độ giống nhau của các protein khác nhau có thể khác nhau về độ hấp phụ ở 280 nm. Ngoài ra các tạp chất trong dung dịch protein cũng ảnh hưởng đến độ hấp thụ ánh sáng. Vì vậy khi đo độ hấp phụ để định lượng protein thi phải tinh sạch, dung dịch không lẫn tạp chất.
1.3. Phân loại protein

Vấn đề phân loại protein gặp không ít khó khăn bởi vì protein rất đa dạng về cấu trúc và chức năng. Để phân loại, người ta thường dựa vào hình dạng, phân tử lượng, thành phần hóa học, tính tan của protein. 

Dựa vào thành phần hóa học, protein được phân thành hai nhóm:

- Protein đơn giản: chỉ chứa các gốc axit amin trong thành phần cấu tạo phân tử

- Protein phức tạp: ngoài các gốc axit amin, trong thành phần cấu tạo còn có phần không mang bản chất protein như ion kim loại, gốc đường, gốc axit phosphoride.. 


Protein đơn giản được phân thành các nhóm nhỏ dựa theo tính tan của chúng như sau:

1- Albumin: Tan trong nước, bị kết tủa ở nồng độ muối (NH4)2SO4 khá cao (70(100% độ bão hòa) và không bị biến tính trong dung dịch (NH4)2SO4 nồng độ cao. 

2- Globulin: Không tan hoặc tan rất ít trong nước, tan trong dung dịch loãng của các muối trung tính như NaCl, KCl, Na2SO4, bị kết tủa trong dung dịch (NH4)2SO4 bán bão hòa. 

3- Protamin và histon: Protein kiềm có chứa nhiều axit amin kiềm tính như lysine arginine, tan tốt trong nước, không tan trong dung dịch amoniac loãng. Phân tử lượng nhỏ, bền dưới tác dụng của nhiệt, dễ tạo muối với các axit vô cơ và phần lớn với axit nucleic ở nhân tế bào.  

4- Prolamin: Không tan trong nước, nhưng tan trong etanol hoặc izo-propanol 70(80%. Là loại protein có nhiều trong một số hạt hòa thảo.

5- Glutelin: Tan trong dung dịch kiềm hoặc axit loãng. Glutelin có trong nội nhũ của hạt hòa thảo và một số hạt của cây khác. 

Protein phức tạp được phân thành các nhóm nhỏ dựa vào bản chất của các nhóm ngoại như:

 1- Glicoprotein: Nhóm ngoại có bản chất gluxit, có thể là một mono-sacarit, oligosacarit hay dẫn xuất của chúng.

2- Phosphoprotein: Nhóm ngoại là axit phosphoric

3- Lipoprotein: Nhóm ngoại là lipit. Lipoprotein đóng vai trò quan trọng trong quá trình vận chuyển lipit trong cơ thể.

 4- Nucleoprotein: Nhóm ngoại là axit nucleic, có mặt trong nhiễm sắc thể. 

 5- Metaloprotein: Là những protein có chứa ion kim loại như Fe, Mg, Cu, Mn …
 6- Chromoprotein: Nhóm ngoại là hợp chất hữu cơ có màu như nhóm ngoại HEM của hemoglobin có chứa sắt có màu đỏ hay nhóm ngoại của các flavoprotein là FAD có màu vàng vv...

1.4. Các biến đổi của protein có ứng dụng trong công nghệ thực phẩm

Nhiều sản phẩm thực phẩm có thành phần protein cao, vì vậy protein đóng vai trò quan trọng trong sự hình thành nên những tính chất đặc trưng riêng của sản phẩm. Protein tham gia hình thành nên cấu trúc, mùi vị, trạng thái của sản phẩm. Protein có khả năng tham gia vào các quá trình tạo gel, tạo màng, tạo bột nhão, tạo bọt, tạo nhũ hóa và cố định mùi.

1.4.1. Khả năng tạo gel

Khi phân tử protein bị biến tính, cấu trúc bậc cao (cấu trúc bậc 2,3,4) bị phá hủy, mạch phân tử bị giãn ra, các cấu tạo hóa học trước đây có thể nằm ẩn bên trong bây giờ xuất hiện ra ngoài. Các mạch polypeptid bị duỗi ra có thể tiếp xúc với nhau và liên kết với nhau tại các vị trí gọi là nút mạng, tạo thành dạng không gian ba chiều hình mạng lưới. Tại các vị trí tiếp cận gần nhau (nút mạng) có thể hình thành các liện kết bền hoặc không bền. Liên kết bền như sự hình thành cầu canxi (R1 - Ca - R2), cầu disulfua (R1 - S - S - R2). Liên kết không bền như liên kết hydrro, liên kết tĩnh điện, tương tác giữa các nhóm kỵ nước vv... Mạng lưới không không gian ba chiều, trong đó có chứa các phân tử của pha phân tán (nước) tạo thành một hệ đồng nhất gọi là gel. Gel là một trạng thái cấu tạo của sản phẩm. Các loại gel khác nhau có độ mềm, dẻo khác nhau. Gel được hình thành với cấu tạo mạng lưới không gian ba chiều với các nút mạng có các liên kết bền thường cứng, khó bị phá vỡ khi gia nhiệt. Gel được hình thành với cấu tạo mạng lưới không gian ba chiều với các nút mạng có các liên kết không bền như liên kết hydro có độ mèm dẻo và bị phá vỡ khi gia nhiệt, nghĩa là khi gia nhiệt gel bị nóng chảy. Tóm lại, khi các phân tử protein bị biến tính tập hợp lại thành mạng lưới không gian có trật tự gọi là sự tạo gel. Các sản phẩm thực phẩm có dạng gel protein như giò, chả, phomat (fromage), bánh mì.

Yếu tố cần thiết để hình thành dạng gel là phải làm biến tính protein. Người ta thường gia nhiệt, hoặc tác động cơ học (như giã giò, nhồi bột bánh mì) để phá vỡ cấu trúc bặc cao các phân tử protein và tạo điều kiện để chúng thiết lập nên một trạng thái trật tự mới - trạng thái gel.

1.4.2. Khả năng tạo bột nhão

Trong bột mì có chứa thành phần protein gọi là gluten, thành phần protein của bột mì cao hơn bột gạo, bột sắn, bột ngô... vì vậy bột mì được sử dụng làm bánh mì, bánh nướng có độ nở, xốp. Khi hòa bột với nước, gluten và tinh bột thấm nước, trương nở và nhào trộn tác động đến gluten làm chúng có thể thiết lập dạng mạng trong đó có các phân tử tinh bột, làm khối bột có khả năng giữ khí, cố kết, dẻo và có thể tạo hình vì vậy khi nướng sẽ tạo nên cấu trúc xốp.

1.4.3. Khả năng nhũ hóa

Nhũ tương là hệ phân tán của hai chất lỏng không trộn lẫn vào nhau, trong đó một chất ở dưới dạng những giọt nhỏ của pha bị phân tán, còn chất kia ở dưới dạng pha phân tán liên tục, ví dụ hệ nhũ tương dầu trong nước hoặc nước trong dầu. Nhiều nhũ tương thực phẩm còn chứa các bọt khí, có thể có thêm các chất rắn phân tán. Những sản phẩm là nhũ tương như sữa, kem, bơ, lòng đỏ trứng vv...

Nhũ tương là hệ không bền, luôn có xu hướng hợp giọt để phân pha và phá vỡ cân bằng của hệ. Để làm cho hệ nhũ tương bền, nghĩa là làm cho các giọt luôn ở trạng thái phân tán, không hợp giọt, người ta có thể sử dụng các biện pháp sau:


- Cho các chất điện ly vô cơ vào để làm cho các giọt tích điện và đẩy nhau.


- Bổ sụng các chất hoạt động bề mặt có cấu trúc lưỡng cực để làm giảm sức căng bề mặt giữa 2 pha.


- Cho thêm các chất có phân tử lượng lớn hòa tan được trong pha liên tục như polysaccharid để làm tăng độ nhớt của pha liên tục làm cho các giọt không hợp lại được với nhau để phân pha.


- Bổ sung thêm protein vào hệ nhũ tương để chúng hấp phụ vào bề mặt của liên pha sẽ giữ cho các giọt luôn ở trạng thái phân tán. Khi protein được hấp thụ vào bề mặt liên pha sẽ tạo những tính chất cơ lý như độ nhớt, độ đàn hồi, có tác dụng bảo vệ các giọt làm cho chúng không hợp lại với nhau được. Ngoài ra, phụ thuộc vào pH môi trường, protein có thể mang điện tích, khi chúng hấp thụ trên bề mặt liên pha sẽ tạo lực đẩy tĩnh điện làm cho hệ nhũ tương bền.

1.4.4. Khả năng tạo bọt


Các bóng bọt thường chứa không khí hoặc khí CO2, áp suất bên trong bóng bọt cao hơn bên ngoài làm chúng dễ vỡ. Muốn cho bóng bọt được bền thì màng mỏng bao quanh bóng bọt phải đàn hồi và không thấm khí. Khi có mặt của protein thì chúng sẽ hấp thụ lên bề mặt liên pha (giữa pha khí và pha lỏng) sẽ làm cho màng mỏng bao quanh bóng bọt có được tính đàn hồi và không thấm khí, giữ hệ bọt bền. Các chất tạo bọt thực phẩm thường là protein như lòng trắng trứng, máu, protein đậu nành vv...

1.4.5. Khả năng cố định mùi

Protein có khả năng cố định được các chất mùi. Các protein có thể hấp phụ chất mùi hoặc liên kết với các chất mùi. Sự hấp phụ thông thường do sự hình thành các liên kết không bền giữa chất mùi với protein. Cũng có những trường hợp chất mùi liên kết với protein bằng liên kết đồng hóa trị, và đây là sự "cố định" bền vững không thuận nghịch. Sự liên kết có thể xảy ra giữa các nhóm chức của các gốc axit amin với nhóm chức của gốc tạo mùi. Nhờ khả năng giữ mùi của protein mà người ta có thể tạo cho sản phẩm có những mùi đặc trưng và bền.

1.5. Một số protein có ý nghĩa ứng dụng

1.5.1.  Protein của tảo
Tảo có mặt khắp nơi trên trái đất, là nguồn cung cấp thức ăn và O2 cho các sinh vật sống dưới nước. Tảo có vai trò ý nghĩa quan trọng và được sử dụng vào các mục đích sau:

- Làm thực phẩm cho người và vật nuôi vì có giá trị dinh dưỡng cao

- Làm nguồn nguyên liệu quí trong sản xuất dược phẩm và mỹ phẩm

- Làm phân bón sinh học cho cho đất và cây trồng

- Làm tác nhân xử lý ô nhiễm môi trường

Những năm gần đây, các loài tảo đã thu hút sự quan tâm ngày càng tăng của các nhà khoa học, công nghệ và thương mại do chúng có một số ưu điểm trội hơn so với thực vật bậc cao như: vòng đời ngắn, năng suất cao, có thành phần sinh hóa đặc trưng cho mỗi loài, nuôi cấy đơn giản, thích hợp với qui mô công nghiệp.

Hiện nay một số loài tảo được sản xuất trên qui mô lớn ở nhiều nơi trên thế giới như: Spirulina, Chlorella, Dunaliella, Scenedesmus, Porphyridium, Chaetoceros, ... Việc nghiên cứu nuôi trồng, thu sinh khối tảo, chế biến tảo làm thức ăn dinh dưỡng, thực phẩm chức năng cho người là rất phổ biến, bởi vì một số loài tảo có giá trị dinh dưỡng cao. Spirulina và Chlorella là hai loài tảo được nuôi trồng nhiều trên thế giới.

Spirulina thuộc ngành tảo lam, là tảo đa bào dạng sợi. Sợi tảo Spirulina có 5 đến 7 vòng xoắn dạng lò xo không phân nhánh. Đường kính xoắn khoảng 35 đến 50(m, chiều dài của sợi tảo có thể đạt 250 (m. Nhiều trường hợp tảo Spirulina có kích thước lớn hơn. 

Tế bào tảo chưa có nhân điển hình, vùng nhân phân bố trong tế bào chất, chưa có màng nhân ngăn cách. Spirulina không có lục lạp mà chỉ chứa thylakoid quang hợp nằm rải rác trong nguyên sinh chất. Spirulina có 2 hình thức sinh sản đó là gãy từng khúc của sợi tảo và tạo bào tử. Bào tử khi gặp điều kiện thuận lợi chúng sẽ tạo thành sợi tảo mới.
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Hình 1.2: Cấu tạo xoắn của sợi tảo Spirulina

Đặc điểm nổi bật của Spirulina là có hàm lượng protein rất cao, chiếm khoảng 60 đến 70% trọng lượng chất khô. Trong thành phần protein có đầy đủ các loại axit amin, tỉ lệ của các axit amin được FAO công nhận là khá cân đối, đồng thời, có chứa nhiều nguyên tố vi lượng và giàu vitamin B12 (gấp 4 lần so với gan bò). Gluxit chiếm 13÷16%, lipit 7÷8%. Ngoài ra, trong tảo còn chứa các chất khoáng, sắc tố, vitamin nhóm B và các axit béo cần thiết. Tảo Spirulina là nguồn dinh dưỡng rất tốt cho người. 

Tảo Spirulina có hàm lượng vitamin cao, đặc biệt là vitamin nhóm B. Cứ 1 kg tảo xoắn Spirulina chứa 55 mg vitamin B1, 40 mg vitamin B2, 3 mg vitamin B6, 2 mg vitamin B12, 113 mg vitamin PP, 190 mg 

E" 
vitamin E
 và có 4.000 mg caroten - mà trong đó có khoảng 1700 mg β-Caroten.

Chlorella là tảo đơn bào, tế bào có nhân điễn hình, sống ở nước ngọt. Kích thước tế bào khoảng từ 1 đến 12 micron. Chorella là loại tảo xuất hiện sớm trên trái đất. Tế bào tảo chứa nhiều chlorophyll (3÷4%), giàu protein (60%) và vitamin (Bảng 1.1). Tảo sinh sản bằng cách phân chia tế bào, từ một tế bào mẹ ban đầu sau 24 giờ sẽ tạo được 4 tế bào con, vì vậy tốc độ sinh sản của tảo cao. Nhờ những đặc điểm đặc biệt ưu việt này mà có thể sản xuất được sinh khối tảo Chlorella nước ngọt với năng suất cao ở qui mô công nghiệp. 

Nhật Bản và Đài Loan là những nước đã rất thành công trong việc nuôi tảo Chlorella công nghiệp. Sản phẩm tảo Chlorella được sử dụng trong nuôi trồng thủy sản hay được chế biến thành các sản phẩm bổ sung dinh dưỡng cho người. 

Việt Nam là nước có ngành nuôi trồng thủy sản phát triển nhanh, nhu cầu tảo Chlorella là rất lớn, tuy vậy chưa có bất kỳ một cơ sở nào nghiên cứu sản xuất tảo Cholorella nước ngọt ở qui mô công nghiệp. 
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Hình 1.3: Tế bào tảo Chlorella
Bảng 1.1: Một số  thành phần dinh dưỡng của tảo Chlorella

	Thành phần
	Hàm lượng (%)
	Thành phần
	Hàm lượng

	Nước
	2,7
	Vitamin B12
	0,6 mg

	Protein
	60
	Vitamin B1
	1,9 mg

	Lipit
	11
	Vitamin C
	59 mg

	Carbohydrat
	20
	Vitamin E
	5,7 mg


1.5.2. Protein của vi sinh vật 
Trong tế bào vi sinh vật có hàm lượng protein rất cao. Hàm lượng protein trong tế bào vi khuẩn khoảng 60÷70% trọng lượng chất khô, trong tế bào nấm men 40÷60%, trong tế bào nấm mốc và xạ khuẩn khoảng 30%. Chất lượng protein của tế bào vi khuẩn là cao nhất vì các thành phần axit amin trong protein của chúng cân đối. Tuy nhiên do kích thước tế bào vi khuẩn nhỏ và điều kiện nuôi vi khuẩn phức tạp hơn nấm men nên trong sản xuất sinh khối vi sinh vật để thu protein chủ yếu là từ nấm men. Protein của vi sinh vật giàu lysine - axit amin thường thiếu trong các loại ngũ cốc nên là một lợi thế để bổ sung dinh dưỡng cho cân đối. Ngoài thành phần protein cao, trong tế bào vi sinh vật có chứa nhiều vitamin, chất béo và khoáng chất. Nguồn protein này được sử dụng chủ yếu trong chăn nuôi, gần đây người ta đã chiết tách, tinh sạch và sử dụng trong dinh dưỡng người. 

Ưu điểm của việc sản xuất sinh khối vi sinh vật làm nguồn protein có thể liệt kê như sau:

- Với một khoản chi phí lao động thấp, có thể thu một nguồn protein cao.

- Diện tích sử dụng cho sản xuất nhỏ, có thể sản xuất ở bất kỳ địa điểm nào trên trái đất mà không phụ thuộc vào điều kiện địa lý hay thổ nhưỡng.

- Dễ tự động và cơ giới hóa để giảm chi phí nhân công.

- Năng suất cao.

- Có thể sử dụng nguồn nguyên liệu rẻ tiền như phế phẩm hay phụ phẩm của các ngành khác.

Điểm hạn chế cần lưu ý khi sử dụng sinh khối vi sinh vật làm nguồn dinh dưỡng cho người và gia súc, gia cầm là thành phần axit nucleic cao và khả năng tiêu hóa bị hạn chế do thành tế bào vi sinh vật khó cho các enzyme tiêu hóa đi qua nên khả năng phân giải tế bào để giải phóng các thành phần dinh dưỡng bên trong đi ra bị hạn chế. Ngoài ra cần luôn kiểm soát nghiêm ngặt về sự an toàn độc tố: không dùng các loại vi sinh vật gây bệnh cũng như không để bị lây nhiễm các loại vi sinh vật có độc tố.

Nấm men sử dụng trong sản xuất công nghiệp nhằm sản xuất protein đơn bào chủ yếu từ các chi: Saccharomyces, Torulopsis, Candida.

Trong sản xuất protein đơn bào, nấm mốc ít được chú ý vì hàm lượng protein thấp, thời gian sinh trưởng chậm và sau khi nuôi khó tách sợi nấm ra khỏi cơ chất dinh dưỡng của nó (tinh bột và cellulose). Tuy nhiên người ta cũng nuôi một số chủng để thu sinh khối do chúng có mùi vị đặc biệt, có thể sử dụng để bổ sung vào thức ăn để tạo hương vị đặc trưng.

Sản xuất protein đơn bào hiện nay rất phát triển. Chủ yếu làm nguồn thức ăn chăn nuôi.

Protein đơn bào thõa mãn về dinh dưỡng có thể thay thế nguồn thức ăn từ ngũ cốc như đậu tương, bột cá, vv...Giải quyết 2 vấn đề: 

- Tăng nguồn thực phẩm có giá trị cho người.

- Đảm bảo dinh dưỡng cho vật nuôi, giảm nhập ngoại sản phẩm ngũ cốc.

1.5.3.  Insulin 

a. Cấu trúc phân tử insulin 

Insulin là hormone được tiết ra bởi các tế bào β trong đảo Langerhans của tuyến tụy khi hàm lượng glucose trong máu cao. Insulin có trọng lượng phân tử 5807 Dalton, được cấu tạo bởi 2 chuỗi polypeptid, bao gồm 51 axit amin,  chuỗi A và B (Hình 1.4). Chuỗi A gồm 21 axit amin, bên trong có một cầu nối disulfua giữa hai axit amin thứ 6 và axit amin thứ 11. Chuỗi B gồm 30 axit amin. Hai chuỗi A và B nối với nhau bởi hai cầu nối disulfua giữa axit amin thứ 7 của chuỗi A với axit amin thứ 7 của chuỗi B (7A-7B) và giữa axit amin thứ 20 của chuỗi A với axit amin thứ 19 của chuỗi B (20A-19B). 

Các phân tử insulin có khuynh hướng tạo dạng dimer trong dung dịch do hình thành các liên kết hydro giữa các đầu (COOH của các chuỗi B. Ngoài ra, khi có mặt của các ion kẽm, các dạng dimer liên kết với nhau tạo thành hexamer. Dạng monomer và dimer dễ khuyếch tán vào máu, trong khi đó dạng hexamer khuyếch tán rất kém.
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Hình 1.4: Trình tự các axit amin và cầu nối disulfua trong phân tử insulin
Những nghiên cứu về insulin cho thấy cấu trúc bậc IV của phân tử insulin khá đa dạng, nhưng lại có sự tương đồng nhau trong cấu trúc bậc I giữa các loài. Vì trình tự amino axit của insulin hầu như tương tự ở những loài động vật khác nhau, nên insulin từ bò và heo đều có thể hoạt động trong cơ thể người. Cấu trúc cơ bản của phân tử insulin gồm 2 chuỗi peptid với 3 cầu nối disulfua được bảo tồn trong gần 100 loài nghiên cứu cho đến ngày nay. Phần đặc hiệu (đặc trưng của một loài) chỉ tập trung vào các amino axit thứ 8-9-10, 12-14 của chuỗi A và đặc biệt là amino axit thứ 30 của chuỗi B. Tuy nhiên về chi tiết, trình tự của phân tử insulin heo và bò chỉ khác insulin người ở 1-3 amino axit (Bảng 1.2). Đây chính là lí do tại sao con người có thể sử dụng insulin từ các loài động vật khác. 

Bảng 1.2: Sự khác nhau giữa trình tự insulin người và các động vật khác 

	Sinh vật
	Vị trí các axit amin khác nhau

	
	8 – 9 – 10 (Chuỗi A)
	30 (Chuỗi B)

	Người
	-thr-ser-ile-
	thr

	Bò
	-ala-ser-val-
	ala

	Heo
	-thr-ser-ile-
	ala

	Cừu
	-ala-gly-val-
	ala


b. Chức năng của insulin 

- Tác dụng của insulin lên chuyển hóa gluxit
Khi lượng đường trong máu cao sẽ kích hoạt sự giải phóng insulin vào máu và insulin hoạt động trong các tế bào khắp cơ thể nhằm thúc đẩy sự hấp thụ, sử dụng và dự trữ glucose. Insulin thúc đẩy sự tổng hợp glycogen ở gan. Khi không có mặt của insulin, sự tổng hợp glycogen ở gan bị dừng lại và các enzyme chịu trách nhiệm phân hủy glycogen sẽ hoạt động.

Lượng insulin quá cao trong máu sẽ có nguy cơ làm giảm lượng đường glucose trong máu thấp đến mức nguy hiểm.  Enzyme insulinase (tìm thấy trong gan và thận),  kiểm soát lượng insulin trong máu, enzyme này phân hủy insulin  làm giảm nguy cơ tăng lượng insulin quá cao trong máu, điều chỉnh mức độ glucose trong máu không giảm xuống qua thấp.

- Tác dụng của insulin lên quá trình chuyển hóa lipid

Insulin thúc đẩy sự tổng hợp glycogen ở gan như đã nêu ở phần trên, tuy nhiên, khi lượng glycogen tích tụ nhiều ở gan (> 5% khối lượng thô của gan) thì quá trình này sẽ bị ức chế, và glucose sẽ được chuyển sang con đường tổng hợp lipit làm tăng dự trử lipit ở mô mỡ.

- Tác dụng của insulin lên chuyển hóa protein
 Insulin làm tăng cường quá trình tổng hợp và dự trữ protein, ức chế sự thoái hóa protein. Do vậy, đã làm giảm tốc độ giải phóng amino axit ra khỏi tế bào.

Ngoài ra, insulin cũng có tác dụng làm cho nhiều tế bào tăng tính thấm đối với các ion kali, ion magie và phosphat vô cơ, tạo điều kiện thuận lợi cho quá trình phosphoryl hóa glucose và sử dụng glucose.

Vai trò quan trọng của insulin là thúc đẩy sự hấp thụ, dự trữ, sử dụng glucose, duy trì hàm lượng glucose cân bằng trong máu nên cần thiết cho người bị bệnh tiểu đường.

1.5.4.  Interferon
a. Khái niệm về interferon

Năm 1957, Alick Isacs và Jean Linderman sử dụng virus cúm đã làm bất hoạt trước bằng nhiệt để tiêm vào màng đệm tách rời của phôi gà và họ đã phát hiện ra hiện tượng là tại chỗ đã tiêm virus bất hoạt, nếu tiêm tiếp một loại virus sống vào thì loại virus này không nhân lên được. Họ cho rằng, sau khi tiêm virus bất hoạt vào tế bào thì trong tế bào nhiễm virus đã hình thành một chất ức chế và chất này đã tác động vào virus sống tiêm tiếp theo không cho hình thành thế hệ virus mới. Họ đặt tên chất ức chế là interferon.

Virus và các sản phẩm của nó (glycoprotein, ARN) đã kích thích tạo interferon trong tế bào bị chúng xâm nhiễm. Hiện nay, người ta cũng xác định được rằng, ngoài virus còn nhiều tác nhân khác cũng có thể kích thích sự tổng hợp interferon trong tế bào, ví dụ như vi khuẩn, các sản phẩm của vi khuẩn (độc tố, lông), một số polynucleotid tổng hợp (Poly GC, poly IC), một số loại vacin, vv...

Về bản chất, interferon là các glycoprotein do các tế bào động vật tổng hợp để chống lại sự tấn công của các tác nhân xâm hại.

Hiện nay người ta phân biệt 3 loại interferon dựa vào nguồn gốc sinh ra: alpha, beta và gamma ((, (, (). (-interferon do tế bào bạch cầu sinh ra, (-interferon do nguyên bào sơ và (-interferon do các tế bào lympho T sinh ra.

b. Tác dụng sinh học và tính chất của interferon
Interferon có tác dụng ngăn cản sự nhân lên của nhiều loại virus như virus cúm, sởi, xuất huyết, viêm não nhật bản, viêm gan, vv... do vậy, chúng được coi là chất đóng vai trò quan trọng trong việc bảo vệ cơ thể chống nhiễm virus. Lượng interferon trong máu tăng dần sau khi bị nhiễm virus, nhờ đó lượng virus sinh ra cũng giảm dần. 
Tại nơi virus nhiễm lượng interferon hình thành với nồng độ cao và nó kích thích sự hình thành kháng thể đặc hiệu. Interferon được tạo thành sớm hơn kháng thể, còn kháng thể được hình thành sau và có tác dụng lâu dài chống tái nhiễm. 

Interferon có bản chất protein nên bị các enzyme protease như trypsin, pepsin, papain phân hủy. Bị mất hoạt tính khi đun ở 60÷75ºC trong một giờ hoặc ở 100ºC trong 5 phút. Có thể bảo quản interferon ở 4ºC trong nhiều tháng.

Sự tác động của interferon không mang tính đặc hiệu, vì interferon do một loài virus cảm ứng tạo thành có thể ngăn cản sự nhân lên của nhiều loài virus khác. Interferon có tính đặc hiệu loài cao, interferon của loài nào chúng chỉ có thể tác dụng chống lại tác nhân xâm nhiễm của loài đó.

1.5.5. Protein tái tổ hợp
Cấu tạo của tất cả các phân tử protein trong cơ thể được mã hóa trong bộ máy di truyền, trên phân tử ADN trong nhân tế bào. Ngày nay, con người đã giải mã bộ gen của một số vi khuẩn, của lúa, của người, của giun tròn, vv...Sự tác động vào bộ gen có thể dẫn đến sự thay đổi cấu trúc của protein vì mỗi gen mã hóa cho một chuỗi polypeptid. Sự phát triển mạnh mẽ của sinh học, đặc biệt là công nghệ di truyền trong những năm gần đây cho phép chuyển các gen giữa 2 loài sinh vật khác nhau, điều đó có nghĩa là bắt một loài sinh vật này tổng hợp protein của loài kia, ví dụ như làm cho vi khuẩn E. coli tổng hợp phân tử insulin là một hormon của người. Trên cơ sở ADN tái tổ hợp hiện nay nhiều loại protein có giá trị ứng dụng cao được sản xuất nhờ các vi khuẩn.

Trong công nghệ protein, người ta có thể nghiên cứu sản xuất một loại protein nào đó nhằm mục đích ứng dụng đặc biệt, cũng có thể sản xuất những loại protein đã được sửa đổi, hoặc đổi mới trên cơ sở thay đổi thành phần và trình tự các nucleotit trong gen mã hóa, nhằm mục đích nghiên cứu về sự hình thành và ổn định cấu trúc bậc cao của protein.

Nhờ công nghệ sử dụng DNA tái tổ hợp mà người ta có thể sản xuất một số protein có hoạt tính sinh học dùng để chữa bệnh như insulin chữa bệnh tiểu đường, interferon chữa bệnh ung thư, các hormon tăng trưởng cho con người. Bản chất của công nghệ này là làm thay đổi bộ máy di truyền của tế bào bằng cách đưa thêm gen mã hóa cho một protein đặc hiệu vào và bắt nó hoạt động để tạo ra một lượng lớn loại protein mà con người cần.

Nghiên cứu sản xuất và thu nhận enzyme từ vi sinh vật nhằm ứng dụng trong nhiều lĩnh vực khác nhau cũng là một hướng mạnh trong công nghệ protein. Các kỹ thuật tái tổ hợp ADN đã mở ra các cơ hội cho việc sản xuất enzyme hiệu suất cao. 
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2. MỘT SỐ KHÁI NIỆM CƠ BẢN VỀ ENZYME
2.1. Lược sử phát triển enzyme
Từ lâu con người đã sử dụng enzyme trong chế biến thực phẩm, nhưng chỉ mới có tính cách kinh nghiệm thuần túy. Những thí nghiệm đầu tiên về enzyme được thực hiện vào cuối thế kỷ 18, đó là công trình nghiên cứu khả năng tiêu hóa thịt trong dạ dày do nhà sinh học người Pháp Reaumur thực hiện, sau đó được Spallanzani mở rộng. Các tác giả đã xác định rằng trong dịch dạ dày có một thành phần hoạt động đặc biệt có khả năng tiêu hóa thịt, và khả năng tiêu hóa này phụ thuộc vào lượng dịch trong dạ dày, thời gian tiêu hóa và nhiệt độ. Các công trình nghiên cứu tiếp theo đã chiết tách được pepsin, trypsin là những enzyme phân giải protein có mặt trong hệ tiêu hóa của động vật. Năm 1857, Corvisart đã tách được tripsin từ dịch tụy, đó là enzyme đầu tiên nhận được ở dạng chế phẩm và năm 1861 Brucke cũng đã tách được pepsin từ dịch dạ dày.
Từ thế kỷ 19, nhiều công trình nghiên cứu về enzyme, người ta đã chiết tách được một số chế phẩm từ nhiều nguồn nguyên liệu khác nhau có khả năng phân giải các hợp chất, đặc biệt là những chất được tạo nên trong quá trình lên men. Năm 1814 nhà khoa học Nga Kiecgop đã chứng minh nước chiết từ hạt lúa mạch nảy mầm có tác dụng chuyển hóa tinh bột thành đường ở nhiệt độ 40 -60 oC. Năm 1833, Payen và Perso người Pháp đã thêm cồn vào dịch chiết này, thu kết tủa có khả năng phân giải tinh bột thành đường và đặt tên là diastase. Từ nửa cuối thế kỷ 19 người ta đã chiết tách và tinh sạch được một số enzyme và xác định được tính tác dụng đặc hiệu cơ chất, thuyết cấu tạo tương ứng của Fische ra đời. Nhiều nghiên cứu đã được thực hiện và trong thời kỳ này đã xác định được một số tính chất cơ bản và cơ chế tác dụng của enzyme.
Năm 1926 James Sumner lần đầu tiên đã kết tinh được enzyme urease và chứng minh rằng tinh thể urease bao gồm protein và khi hòa tan vào dung môi sẽ có hoạt tính enzyme. Công trình này đã chứng minh được bản chất hóa học của enzyme là protein. Công trình này mở đầu cho một giai đoạn nghiên cứu mới, một bước ngoặc lịch sử trong nghiên cứu enzyme. Việc thu nhận enzyme ở dạng tinh thể có ý nghĩa quan trọng ở chỗ noc cho phép sử dụng nhiễu xạ tia X để nghiên cứu cấu trúc phân tử enzyme.
Trong vòng 20 năm sau đã có 130 loại enzyme được chiết tách. Hiện nay đã có trên 3500 loại enzyme đã được xác định. Sự phát hiện và chiết tách thành công enzyme cắt hạn chế axit nucleic tạo điều kiện cho một lĩnh vực khoa học mới ra đời là công nghệ gen.

Ngày nay việc nghiên cứu enzyme đã bước vào một giai đoạn mới, một giai đoạn có mối quan hệ mật thiết với nhiều ngành khoa học khác nhau như hóa học protein, lý sinh phân tử, sinh học phân tử vv...Công nghệ enzyme ngày nay đã sản xuất enzyme với qui mô công nghiệp, nhằm phục vụ sản xuất, nâng cao chất lượng, hạ giá thành sản phẩm, cải thiện lao động, giảm thiểu ô nhiễm môi trường. Sản xuất enzyme ngày nay còn nhằm mục đích sản xuất các dược liệu để điều trị bệnh .
2.2. Cấu trúc của enzyme
Mọi cơ thể sống đều thực hiện quá trình trao đổi chất, là quá trình phức tạp, bao gồm nhiều gia đoạn chuyển hoá hoá học. Các phản ứng hoá học trong cơ thể sống thực hiện được là nhờ có chất xúc tác. Chất xúc tác hoá học có thể là những chất vô cơ và hữu cơ khác nhau, tuy nhiên, hầu hết các chất xúc tác trong tế bào sống đều là những chất hữu cơ phức tạp có bản chất protein. Nhóm protein làm nhiệm vụ xúc tác các phản ứng hoá học trong cơ thể sống người ta gọi là enzyme hay là chất xúc tác sinh học. Chất xúc tác là chất làm tăng cường phản ứng hóa học, nhưng sau khi hoàn thành quá trình phản ứng, nó không bị biến đổi hoặc tiêu hao và không tham gia vào thành phần sản phẩm của phản ứng. Trong quá trình phản ứng, chỉ cần một lượng nhỏ chất xúc tác cũng đủ để biến đổi một lượng chất tham gia phản ứng lớn hơn gấp bội.

Enzyme là những protein nên chúng cũng có cấu tạo từ các axit amin. Về mặt cấu trúc phân tử cũng có bốn bậc cấu trúc (bậc I, bậc II, bậc III và bậc IV). Về mặt tính chất như tính tan, tính điện ly lưỡng tính, hay các tính chất hoá học như cho phản ứng đặc trưng của liên kết peptid (Biure), phản ứng thuỷ phân tạo axit amin,  vv... cũng giống như protein. Vì vậy khi nghiên cứu chiết tách và tinh chế enzyme thì trước tiên đó chính là quá trình chiết tách và tinh chế protein và sau đó là đánh giá khả năng xúc tác của protein đó.
Dựa vào cấu tạo phân tử  người ta chia enzyme thành 2 nhóm:

- Enzyme 1 cấu tử: là những phân tử protein đơn giản (trong thành phần phân tử chỉ có thành phần axit amin) làm nhiệm vụ xúc tác. Ví dụ như Pepxin, Amilase, Urease.
- Enzyme 2 cấu tử: Là những phân tử protein phức tạp (trong thành phần cấu tạo phân tử ngoài thành phần axit amin còn có chứa nhóm ngoại không có bản chất của protein) làm nhiệm vụ xúc tác. Phần protein được gọi là Apoenzyme còn phần không phải protein được gọi nhóm ngoại hoặc là Coenzyme. Thuật ngữ coenzyme được sử dụng trong trường hợp khi nhóm ngoại trực tiếp tham gia xúc tác phản ứng đồng thời nó có thể tách khỏi phần apoenzyme mà vẫn giữ được khả năng xúc tác phản ứng (Hình 1.5).
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Hình 1.5: Mô hình về apoenzyme và coenzyme
Trong phân tử enzyme, apoenzyme và coenzyme luôn được liên kết chặt chẽ với nhau.

Đối với các enzyme 2 cấu tử thì Coenzyme trực tiếp tham gia phản ứng xúc tác, giữ vai trò quyết định kiểu phản ứng mà enzyme xúc tác, còn Apoenzyme có tác dụng nâng cao cường lực xúc tác của Coenzyme và quyết định tính đặc hiệu của enzyme. Ví dụ: Enzyme 2 cấu tử như Catalase, Peroxydase (2 enzyme này có nhóm ngoại giống nhau (nhân Hem.Fe), nhưng phần Apoenzyme khác nhau nên xúc tác 2 phản ứng hóa học khác nhau:

- Catalase:      phân ly                            2 H2O2   (   2 H2O  +  O2
- Peroxidase:  phản ứng oxy hóa khử    2 H2O2  (   2 H2O  +  2 O

Trong nhóm enzyme 2 cấu tử, nhiều enzyme có Coenzyme là những vitamin, ví dụ như:

+ Coenzyme của aminotransferase là vitamin B6

+ Dehydrogenase hiếu khí chứa vitamin B2

+ Dehydrogenase kỵ khí chứa vitamin PP

2.3. Trung tâm hoạt động của enzyme
Hoạt động xúc tác của phân tử enzyme không phải xảy ra trên toàn bộ phân tử mà chỉ được thực hiện thông qua những bộ phận đặc hiệu. Phần của phân tử enzyme tham gia vào quá trình xúc tác được gọi là trung tâm hoạt động. 
Trung tâm hoạt động của phân tử enzyme bao gồm những nhóm hóa học, những liên kết peptid tham gia trực tiếp vào quá trình tạo phức với cơ chất và quá trình xúc tác.

Ngoài trung tâm hoạt động, trong phân tử enzyme còn có một bộ phận (hoặc có thể toàn bộ phân tử), mặc dù không trực tiếp tham gia vào hoạt động xúc tác nhưng nó là cái khung cấu trúc thích hợp để duy trì cấu hình không gian cần thiết đối với tính đặc hiệu và cường lực xúc tác. Một khi cấu hình không gian thay đổi sẽ làm thay đổi hoạt tính xúc tác của phân tử enzyme. 
Trong phân tử enzyme cũng có thể tồn tại những bộ phận hoàn toàn không liên quan gì đến cơ chế xúc tác, những phần này có thể loại bỏ khỏi phân tử mà không làm ảnh hưởng đến hoạt động xúc tác của enzyme.
Ở các enzyme 1 cấu tử, trung tâm hoạt động của chúng do 1 số nhóm chức của axit amin trong thành phần phân tử của enzyme phối hợp tạo thành (thông qua các cấu trúc bậc II, bậc III và bậc IV mà các nhóm chức có điều kiện nằm kề nhau), các nhóm đó như : (OH, (SH, (COOH, (NH2 , ...

Ở các enzyme 2 cấu tử, ngoài phần mạch polypeptid thực hiện nhiệm vụ kết hợp đặc hiệu, đặc biệt tham gia vào việc tạo thành trung tâm hoạt động, còn có coenzyme hoặc nhóm ngoại của phân tử enzyme.

Cần lưu ý rằng, có những enzyme chỉ có một trung tâm hoạt động nhưng cũng có những enzyme có 2 hoặc nhiều trung tâm hoạt động. Ví dụ: Alcoldehydrogenase của nấm men có 4 trung tâm hoạt động, còn Alcoldehydrogenase của gan chỉ có 2 trung tâm hoạt động. Các trung tâm hoạt động có thể giống nhau, nhưng cũng có thể khác nhau về cấu tạo và chức năng. Giữa các nhóm chức tham gia tạo thành tâm hoạt động của enzyme thường phân biệt các nhóm của "tâm xúc tác" tham gia trực tiếp vào hoạt động xúc tác của enzyme và các nhóm của "miễn tiếp xúc" làm nhiệm vụ đảm bảo tính đặc hiệu của enzyme, nghĩa là sự kết hợp đặc hiệu để tạo thành phức enzyme-cơ chất (E(S). Sự phân biệt này chỉ là tương đối vì lúc nào cũng có tác dụng tương hỗ giữa chúng.

2.4. Cơ chế tác dụng của enzyme
Theo quan điểm hiện nay, trong các phản ứng enzyme, sự hoạt hóa của cơ chất được thực hiện nhờ sự tạo thành phức hợp enzyme cơ chất. Khi kết hợp với phân tử enzyme, do kết qủa của sự cực hóa, sự chuyển dịch của các electron và sự biến dạng của các mối liên kết tham gia trực tiếp vào phản ứng dẫn tới làm thay đổi động năng cũng như thế năng, kết qủa làm cho phân tử cơ chất trở nên hoạt động, nhờ đó tham gia vào phản ứng dễ dàng. Cơ chế tác dụng của enzyme đối với một cơ chất được Michaelis - Menten biểu diễn dưới dạng phương trình:
     

E  +  S      (         ES        (      E  +  P

Trong đó:   
 
- E: enzyme      
- S: cơ chất    
- E S: phức hợp trung gian enzyme - cơ chất

- P: sản phẩm phản ứng

Điều kiện cần thiết để enzyme tác dụng được với cơ chất là trung tâm hoạt động của enzyme phải có cấu trúc tương ứng với dạng cấu trúc của cơ chất. Quá trình xúc tác xảy ra theo 3 giai đoạn sau:

Giai đoạn 1: enzyme kết hợp với cơ chất, giai đoạn này của phản ứng thường xảy ra rất nhanh, phức " E-S " được tạo thành nhờ các dạng liên kết không bền.

Giai đoạn 2: Sau khi tạo phức với enzyme sẽ xảy ra sự chuyển biến các phần tử cơ chất dẫn tới làm phá vỡ các mối liên kết đồng hóa trị tham gia vào phản ứng. Kết qủa nghiên cứu cho thấy trong phức " E-S "xảy ra đồng thời 2 quá trình:

- Thay đổi mật độ electron dẫn tới cực hóa của mối liên kết tham gia vào phản ứng.

- Biến dạng hóa học (sự căng) của các mối liên kết trong phân tử cơ chất cũng như trong trung tâm hoạt động của E.

Giai đoạn 3: Giai đoạn tạo thành sản phẩm:
Sự kết hợp đặc hiệu giữa enzyme và cơ chất chỉ xảy ra tại trung tâm hoạt động. Để giải thích vấn đề làm thế nào để cơ chất có thể kết hợp đặc hiệu vào trung tâm hoạt động, tồn tại hai lý thuyết:
1- Thuyết "chìa khóa - ổ khóa" của Fisher: Theo thuyết này thì trung tâm hoạt động của enzyme được hình thành và có cấu trúc không gian nhất định, cấu trúc không gian này phải tương ứng chặt chẽ với cấu hình của cơ chất giống như ổ khóa với chìa khóa, nhờ vậy, nó dễ dàng tạo phức với cơ chất. Thuyết này không giải thích được trọn vẹn những trường hợp enzyme có tính đặc hiệu tương đối, tức enzyme có khả năng phân cắt một loại liên kết hóa học mà không cần biết liên kết này được tạo thành từ những cấu tử nào.
2- Thuyết tiếp xúc cảm ứng của Kosland: Theo thuyết này thì trung tâm hoạt động của enzyme được định hướng một cách thích hợp trong quá trình tạo phức với cơ chất. Tác động cảm ứng của cơ chất giúp cho trung tâm hoạt động định hướng để sự tạo phức enzyme - cơ chất xảy ra dễ dàng. Chính sự mềm dẻo này làm cho enzyme có thể phân cắt một kiểu nối hóa học mà không cần biết liên kết này được tạo thành từ những cấu tử nào. Tuy nhiên, cũng do tính chất này mà một số chất giống cơ chất như các chất kìm hãm cạnh tranh chẳng hạn, lại có thể chiếm chỗ trung tâm hoạt động, cạnh tranh với cơ chất.
Ngoài trung tâm hoạt động, ở một số enzyme còn có "tâm dị không gian" - là phần của enzyme, khi kết hợp với các chất có phân tử nhỏ nào đó thì cấu trúc bậc III của toàn bộ phân tử enzyme sẽ bị biến đổi (làm biến đổi cấu trúc của tâm hoạt động, do đó kèm theo sự biến đổi hoạt tính của enzyme).
Ở một số loại enzyme ngoài dạng hoạt động còn tồn tại dạng không hoạt động được gọi là tiền enzyme hay Zimogen, ví dụ: Pepsinogen là tiền enzyme của pepxin, Trypsinnogen là tiền enzyme của tripxin và Chimotrypsinogen là tiền enzyme của chimotrypsin, vv ...

Các zimogen không thể thực hiện chức năng xúc tác được vì trung tâm hoạt động của chúng hoặc bị kìm hãm, hoặc bị bao vây không thể tạo phức được với cơ chất. Để chuyển từ dạng không hoạt động sang dạng hoạt động, phải qua quá trình hoạt hóa. Mỗi enzyme có cơ chế hoạt hóa riêng dựa trên cơ sở giải tỏa sự kìm hãm hoặc sự bao vây của trung tâm hoạt động.
Trong quá trình chiết tách enzyme từ nguồn nguyên liệu hay trong quá trình sử dụng enzyme trong sản xuất, cần phải luôn giữ cho trung tâm hoạt động của enzyme được ở trong điều kiện thích hợp nhất cho hoạt động xúc tác như điều kiện pH, nhiệt độ, dung dịch đệm, không có mặt của các chất kìm hãm, vv... 

2.5. Các yếu tố ảnh hưởng đến vận tốc enzyme
Phản ứng do enzyme xúc tác phụ thuộc vào nhiều yếu tố như nhiệt độ, pH, nồng độ cơ chất, nồng độ enzyme, sự có mặt của chất hoạt hóa, chất kìm hãm vv...Việc nghiên cứu chiết tách, tinh sạch và sử dụng enzyme phải hiểu biết sâu sắc tác dụng của các yếu tố ảnh hưởng để tạo điều kiện cho phản ứng đạt cực đại. Vận tốc của phản ứng enzyme được xác định dựa vào lượng cơ chất được chuyển hóa trong một đơn vị thời gian hoặc lượng sản phẩm được hình thành trong một đơn vị thời gian ở điều kiện chuẩn (giá trị nhiệt độ, pH, áp suất cố định). Trong giáo trình Hóa sinh đã khảo sát khá kỹ về vấn đề này, tuy nhiên trong khuôn khổ giáo trình này chúng tôi nhắc lại những khía cạnh có liên quan đên quá trình chiét tách, tinh chế và sử dụng enzyme. 
2.5.1. Ảnh hưởng của nồng độ enzyme
Trong điều kiện thừa cơ chất thì vận tốc của phản ứng enzyme phụ thuộc tuyến tính vào nồng độ enzyme, nghĩa là vận tốc phản ứng tăng khi nồng độ enzyme tăng (V = k[E]). Nếu nồng độ enzyme quá lớn thì chỉ sau thời gian ngắn vận tốc phản ứng sẽ đạt giá trị cực đại và không thay đổi theo thời gian . Do đó cần nên lựa chọn nồng độ enzyme trước khi nghiên cứu động học phản ứng enzyme, trước khi xác định hoạt độ enzyme hoặc sử dụng enzyme.
2.5.2. Ảnh hưởng của nồng độ cơ chất

Phương trình biểu diễn sự phụ thuộc của vận tốc phản ứng enzyme vào nồng độ cơ chất theo Michaelis - Menten: 
                                               v max  [ S ]


                                v   =    ––––––––––                                                   

  
    
       

           k m  +  [ S ]

Phương trình Michaelis - Menten cũng có thể viết dưới dạng phương trình đường thẳng:

                                1           km              1                       1

–––   =   ––––   x   ––––       +   –––––––––

                                V           Vmax         [ S ]                  Vmax        
* Cách biểu diễn đồ thị :
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km : gọi là hằng số Michalic - Menten và đặc trưng cho mỗi enzyme, nó đặc trưng cho ái lực của enzyme với cơ chất. Khi enzyme tác dụng với các cơ chất khác nhau thì giá trị km  có thể khác nhau.  km có trị  nhỏ thì ái lực của enzyme đối với cơ chất lớn, nghĩa là vận tốc của phản ứng enzyme  lớn.

Ứng với mỗi nồng độ enzyme, khi nồng đọ cơ chất đủ lớn, sao cho tất cả phân tử enzyme đều tham gia tạo phức với cơ chất, tức  [ES] = [Eo] thì phản ứng sẽ đạt giá trị cực đại và sau đó nếu ta tiếp tục tăng thêm cơ chất quá nhiều thì không những không thể tăng thêm vận tốc phản ứng enzyme mà còn có ảnh hưởng xấu đến phản ứng nếu nồng độ cơ chất quá dư thừa. Ở giai đoạn đầu khi nồng độ enzyme cao, thì vận tốc phẩn ứng tăng gần như tuyến tính khi ta tăng nồng độ cơ chất.
Khi sử dụng enzyme cho một loại cơ chất nhất định, thì cần khảo sát để chọn nồng độ cơ chất phù hợp, ứng với mỗi nồng độ enzyme. Trong phân tích hoạt tính enzyme nhiều khi người ta sử dụng khái niệm số vòng quay để biểu thị hoạt tính enzyme. Giá trị này được ký hiệu là Kcat/giây, nó phản ánh số phân tử cơ chất biến đổi thành sản phẩm trong một đơn vị thời gian bỡi một phân tử enzyme khi cơ chất bảo hòa. Đối với những enzyme dị lập thể (alosteric) thì sự phụ thuộc vận tốc phản ứng vào cơ chất không có dạng đường hyperbol như đã trình bày ở phần trên mà có dạng hình chữ S (xem tài liệu Hóa sinh).
2.5.3. Ảnh hưởng của nhiệt độ

Cũng như các phản ứng hóa học khác, vận tốc của phản ứng có sự xúc tác của enzyme tăng lên khi tăng nhiệt độ. Tuy nhiên, do enzyne có bản chất protein nên chúng không bền đối với tác dụng của nhiệt, đa số enzyme bị mất khả năng hoạt động ở nhiệt độ trên 70ºC. Trong giai đoạn đầu ở nhiệt độ thấp thì khi tăng nhiệt độ, vận tốc phản ứng tăng theo quy luật thông thường. Khi tăng nhiệt độ tới một mức giới hạn nào đó thì vận tốc phản ứng sẽ giảm. Sự giảm vận tốc phản ứng là do tác động của nhiệt gây biến tính enzyme làm mất hoạt tính sinh học. Sự biến tính do tác động của nhiệt độ cao là không hồi phục được. Ngược lại ở nhiệt độ dưới 0 oC hoạt độ của enzyme cũng bị giảm nhưng lại có thể hồi phục khi tăng nhiệt độ về bình thường.
Đường biểu diễn sự phụ thuộc của vận tốc phản ứng và nhiệt độ như sau:
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	Khoảng nhiệt độ mà tại đó vận tốc phản ứng cao nhất gọi là nhiệt độ tối thích. Nhiệt độ tối thích của các enzyme không giống nhau nhưng đa số nằm trong khoảng 35(C(60(C . Nhiệt độ tối thích của mỗi enzyme không phải là một hằng số mà phụ thuộc vào nhiều yếu tố khác, đặc biệt là thời gian tác dụng. Thời gian tác dụng càng dài, nhiệt độ tối thích của enzyme càng thấp. 


Ngoài ra, nồng độ enzyme, nồng độ cơ chất, dạng tồn tại của enzyme cũng ảnh hưởng đến nhiệt độ tối thích của enzyme. Khi thay đổi cơ chất thì nhiệt độ tối thích cũng thay đổi. Độ bền nhiệt của phân tử enzyme tăng lên khi có mặt của cơ chất. 
Người ta thường sử dụng hệ số Q10 để biểu thị ảnh hưởng của nhiệt độ đến vận tốc phản ứng. Đó là tỉ lệ giữa hằng số vận tốc của phản ứng ở nhiệt độ nào đó so với hằng số vận tốc phản ứng ở nhiệt độ thấp hơn 10(C (Q10  =  Kt+10 / Kt).
Hiện nay trên thị trường có những enzyme chịu nhiệt, có nhiệt độ tối thích khoảng 90(C như (-amylase chịu nhiệt, taq polymerase... Những enzyme này có xuất xứ từ các vi khuẩn sống trong suối nước nóng. Bằng kỹ thuật chuyển gen, kỹ thuật chọn giống vi sinh vật những enzyme này đã được sản xuất và thương mại hóa.
2.5.4. Ảnh hưởng của pH
pH của môi trường thường ảnh hưởng đến trạng thái ion hóa của cơ chất và của phân tử enzyme, đặc biệt là ảnh hưởng đến trạng thái ion hóa của các nhóm chức trong trung tâm hoạt động enzyme.
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	Mỗi enzyme chỉ hoạt động mạnh nhất ở một vùng pH xác định gọi là pH tối thích (pH optimum).

Hình bên là đường biểu diễn ảnh hưởng của pH đến hoạt động của enzyme .

Cũng như nhiệt độ, pH tối thích của mỗi  enzyme không cố định, có thể thay đổi tùy  theo tính chất, nồng độ và bản chất của cơ chất.


                                        cơ chất là casein           (   pH opitimum = 1,8

Ví dụ:       pepxin

                                        cơ chất là hemoglobin  (  pH opitimum  = 2,2

Thông qua nghiên cứu sự phụ thuộc của vận tốc phản ứng enzyme và pH môi trường, có thể xác định được nhóm chức nào của phân tử enzyme đã tham gia qúa trình xúc tác.Vì các nhóm chức của trung tâm hoạt động của enzyme chỉ có thể hoàn thành chức năng xúc tác khi ở trạng thái ion hóa thích hợp nhất định, nên bằng cách xác định hằng số ion hóa của các nhóm đó có thể nhận biết được sự có mặt của nhóm này hoặc nhóm khác trong trung tâm hoạt động của enzyme.

Nhiều enzyme hoạt động mạnh ở pH trung tính nhưng cũng có những enzyme hoạt động tốt ở vùng axit hoặc kiềm tính.

2.5.5. Ảnh hưởng của chất kìm hãm và chất hoạt hóa

a. Ảnh hưởng của chất kìm hãm: các chất làm giảm vận tốc phản ứng có enzyme xúc tác gọi là chất kìm hãm hay là chất ức chế (inhibitor) thường ký hiệu bằng chữ I. Các chất này có thể là những ion kim loại, các phân tử vô cơ, hữu cơ hoặc có thể là protein. 
Các chất gây biến tính protein cũng là những chất kìm hãm. Nhiều chất không làm biến tính protein enzyme nhưng vẫn làm giảm vận tốc phản ứng theo các cơ chế khác, các chất này có thể kìm hãm thuận nghịch và không thuận nghịch.
Kìm hãm không thuận nghịch là trường hợp sau khi bị kìm hãm, phản ứng không thể phục hồi lại đựoc cho dù yếu tố kìm hãm đã bị loại trừ.

Kìm hãm thuận nghịch là trường hợp khi có mặt của chất kìm hãm thì vận tốc giảm còn nếu loại chất kìm hãm ra thì phản ứng lại phục hồi bình thường. Người ta phân biệt 2 loại kìm hãm thuận nghịch là thuận nghịch cạnh tranh và thuận nghịch không cạnh tranh.

Những chất kìm hãm thuận nghịch cạnh tranh thường có cấu trúc tương tự cấu trúc của cơ chất, do đó chúng có khả năng kết hợp vào trung tâm hoạt động của enzyme, chiếm chỗ kết hợp của cơ chất. Như vậy vận tốc phản ứng giảm là do giảm lượng phân tử enzyme có khả năng kết hợp với cơ chất. Kìm hãm cạnh tranh thì có thể được loại bỏ ở điều kiện nồng độ cơ chất đủ lớn, tức là lúc này nồng độ của chất kìm hãm coi như là không đáng kể so với nồng độ cơ chất.
Kìm hãm thuận nghịch không cạnh tranh là trường hợp chất kìm hãm kết hợp với enzyme ở vị trí khác với trung tâm hoạt động, làm thay đổi cấu trúc không gian của phân tử enzyme do đó làm giảm vận tốc phản ứng xúc tác của enzyme. Trong trường hợp này vận tốc của phản ứng phụ thuộc vào nồng độ của chất kìm hãm, chất kìm hãm nhiều sẽ làm giảm vận tốc mạnh. Một số chất kìm hãm không cạnh tranh có tính đặc hiệu cao, thường được sử dụng để phát hiện các nhóm chức năng trong trung tâm hoạt động của enzyme. 

Cơ chế của 2 qúa trình kìm hãm, xem giáo trình Hóa sinh.
b. Ảnh hưởng của chất hoạt hóa: chất hoạt hóa làm tăng vận tốc xúc tác của enzyme. Các chất hoạt hóa có bản chất rất khác nhau, có thể là các anion, cation, các kim loại hoặc các chất hữu cơ có cấu tạo phức tạp. Ví dụ anion clo, brom, iod là chất hoạt hóa của (-amylase động vật, hay các ion kim loại như Mn+2, Zn+2, Ca+2...là chất hoạt hóa đối với enzyme protease. Tuy nhiên tác dụng hoạt hóa chỉ giới hạn ở những nồng độ xác định. 
Cơ chế hoạt hóa rất khác nhau, có thể là những chất có khả năng phá vỡ một số liên kết trong phân tử tiền enzyme (zimogen) làm phá thế bị bao vây của các nhóm hoạt động trong trung tâm hoạt động của enzyme, làm enzyme trở lại dạng hoạt động. Cũng có thể các chất có tác dụng làm phục hồi những nhóm chức trong trung tâm hoạt động của enzyme sau khi bị biến đổi.
2.6. Các dạng phân tử của enzyme
Mỗi loại enzyme xúc tác một kiểu phản ứng hóa học, đặc trưng cho một loại cơ chất. Trong tự nhiên gặp nhiều trường hợp, một loại enzyme có nhiều dạng phân tử khác nhau có thể thực hiện xúc tác cùng một loại phản ứng hóa học, trên cùng loại cơ chất. Ví dụ (-amylase là enzyme xúc tác phản ứng thủy phân liên kết ((1,4) glycosid, tuy nhiên (-amylase của đại mạch khác với  (-amylase của vi khuẩn về trọng lượng phân tử, về độ hòa tan, về nhiệt độ, pH tối thích, vv...Như vậy, enzyme có thể được thu nhận từ một số nguồn nguyên liệu khác nhau, tuy cấu tạo phân tử và một số tính chất của chúng không giống nhau nhưng chúng đều có thể thực hiện phản ứng xúc tác, ví dụ enzyme protease có thể thu nhận từ động vật, từ vi sinh vật hay từ thực vật. 
Các dạng phân tử khác nhau của một enzyme có thể tìm thấy ở các cơ quan khác nhau trong một tế bào, giữa các mô tế bào trong cùng một cơ thể hay giữa các loài khác nhau. Ví dụ enzyme lactatdehydrogenase của cơ tim và của xương ở người khác nhau về tính chất và trọng lượng phân tử nhưng đều xúc tác phản ứng tạo axit lactic. Ngay trong một tế bào, một enzyme nào đó cũng có thể có những dạng phân tử khác nhau.
Tóm lại, tính đa dạng phân tử của các enzyme có thể thể hiện ở nhiều mức độ, từ các loài khác nhau đến các mô hay cơ quan khác nhau của cùng một cơ thể và ngay cả các cơ quan khác nhau của cùng một tế bào. 
Danh từ "isoenzyme" hay "isozyme" được dùng để chỉ các dạng phân tử khác nhau của một enzyme tồn tại trong một loài. Danh từ "heteroenzyme" được dùng để chỉ những dạng phân tử enzyme có cùng hoạt động xúc tác giống nhau nhưng có nguồn gốc từ các loài khác nhau. 

Để phát hiện và xác định tính đa dạng của enzyme có thể sử dụng nhiều phương pháp: Các phương pháp đơn giản như kết tủa, làm mất hoạt tính bằng nhiệt; các phương pháp hiện đại như sắc ký, điện di. Ngày nay, với kỹ thuật phân tích ngày một hiện đại, người ta đã phát hiện được nhiều enzyme có tính đa dạng về cấu trúc phân tử.
2.7. Hoạt độ của enzyme
Hoạt độ của enzyme được xác định thông qua việc xác định vận tốc phản ứng enzyme. Để đánh giá vận tốc của một phản ứng enzyme, người ta thường đánh giá khả năng làm giảm cơ chất sau một đơn vị thời gian hay đánh giá lượng sản phẩm tạo thành sau một đơn vị thời gian.
Có thể sử dụng một trong ba nhóm phương pháp thể hiện tại Bảng 1.3 để đánh giá khả năng xúc tác của enzyme.
Bảng 1.3: Ba nhóm phương pháp xác định khả năng xúc tác của enzyme
	Nhóm P.P
	Thông số cố định
	Thông số thay đổi

	1
	- Thời gian
- Nồng độ enzyme
	- Cơ chất
- Sản phẩm tạo thành

	2
	- Lượng cơ chất mất đi hay lượng sản phẩm tạo thành
- Nồng độ enzyme
	- Thời gian

	3
	- Lượng cơ chất mất đi hay lượng sản phẩm tạo thành

- Thời gian
	- Nồng độ enzyme


Ví dụ ở nhóm phương pháp 1 có thể thực hiện như sau: Thực hiện phản ứng với sự có mặt của một lượng cơ chất dư và lượng enzyme cố định, làm dừng phản ứng sau một khoảng thời gian nhất định và đo lượng cơ chất bị mất đi hoặc lượng sản phẩm tạo thành, từ đó tính ra số đơn vị enzyme. Tương tự như vậy, có thể thực hiện phương pháp 2 và 3 với các thông số cố định và đo các thông số thay đổi. Vận tốc của phản ứng enzyme do nhiều nguyên nhân thường giảm theo thời gian, vì vậy tốt nhất là nên xác định vận tốc phản ứng ngay ở những phút đầu, khi phản ứng còn là phản ứng bậc "0". 
Độ hoạt động của enzyme được xác định thông qua đơn vị hoạt độ. Có các loại đơn vị hoạt độ sau:

- Đơn vị quốc tế (UI): Là lượng enzyme có khả năng xúc tác làm chuyển hoá được  1 micrômol (1(mol) cơ chất trong thời gian 1 phút ở điều kiện tiêu chuẩn.


  1 UI = 1(mol cơ chất / phút

- Đơn vị Katal (Kat): Là lượng enzyme có khả năng xúc tác làm chuyển hoá 1 mol cơ chất trong thời gian 1 giây ở điều kiện tiêu chuẩn.


  1 Kat = 1 mol cơ chất / giây


  1 UI  = 16,67 nKat  (nanoKatal)

- Đơn vị hoạt độ riêng: của một chế phẩm enzyme là số đơn vị UI hoặc Kat ứng với 1 mililit dung dịch (nếu dạng lỏng) hoặc 1 miligam protein (nếu dạng khô) của chế phẩm.


Độ hoạt động riêng của enzyme cho phép đánh giá mức độ thuần khiết của phẩm vật enzyme.

- Hoạt độ riêng của phân tử: là số phân tử cơ chất được chuyển hóa bởi 1 phân tử enzyme trong một đơn vị thời gian.


Cần lưu ý rằng, khi đo hoạt độ enzyme, lượng cơ chất phải đủ thừa để bão hòa enzyme, nhưng nếu cơ chất thừa quá nhiều thì sẽ gây ức chế hoạt động enzyme.

Hoạt độ của enzyme phụ thuộc vào nhiều yếu tố như pH, nhiệt độ, bản chất của cơ chất, sự có mặt của chất kìm hãm, vv...
2.8. Enzyme nội bào, enzyme ngoại bào

Chúng ta đều biết rằng, enzyme có bản chất protein. Tất cả protein có mặt trong tế bào được mã hóa trong bộ máy di truyền và được tổng hợp trong tế bào với sự có mặt của 3 loại ARN, ở ribosom. Như vậy, tất cả enzyme đều được tổng hợp trong tế bào, tuy nhiên, có nhiều loại enzyme sau khi được tổng hợp bên trong tế bào được xuất ra bên ngoài để thực hiện hoạt động xúc tác của chúng.
Enzyme nội bào là những enzyme được tổng hợp và hoạt động xúc tác bên trong tế bào. Những enzyme này có thể tìm thấy trong tế bào chất, hay trong các bào quan của tế bào. Để tìm thấy hay để thu nhận các loại enzyme nội bào cần phải phá vỡ tế bào để giải phóng enzyme. 

Enzyme ngoại bào là những enzyme được tổng hợp ra ở trong tế bào rồi sau đó được bài tiết ra ngoài tế bào để thực hiện phản ứng xúc tác. Ví dụ enzyme amylase của tuyến nước bọt được tổng hợp bên trong tế bào và bài tiết ra ngoài theo nước bọt vào khoang miệng để thủy phân tinh bột, vì vậy, khi ta nhai cơm lâu trong miệng thấy có vị ngọt. Nhiều loài vi sinh vật có khả năng tổng hợp enzyme và bài tiết ra ngoài môi trường bên ngoài để phân giải nguồn thức ăn. Ví dụ, khi nuôi vi khuẩn Bacillus subtilis trên môi trường giàu đạm như thịt, cá, nó sẽ bài tiết enzyme protease, còn khi nuôi trên môi trường giàu tinh bột thì chúng sẽ sản sinh ra enzyme amylase, bài tiết ra ngoài để thủy phân nguồn dinh dưỡng tạo sản phẩm dễ hấp thụ.
Trong quá trình nuôi cấy vi sinh vật để thu nhận enzyme, cần thiết phải xác định loại enzyme mà mình thu nhận thuộc nhóm ngoại bào hay nội bào. Nếu enzyme nội bào thì phải thu sinh khối tế bào và phá vỡ tế bào để giải phóng enzyme. Ngược lại, nếu enzyme ngoại bào thì chỉ cần thu dịch môi trường nuôi và loại bỏ sinh khối tế bào.

2.9. Enzyme cố định (immobilized enzyme)

2.9.1. Khái niệm về enzyme cố định

Enzyme tan chiết tách từ những nguồn động vật, thực vật và vi sinh vật có giá thành cao nhưng chỉ sử dụng một lần. Để có thể tái sử dụng enzyme nhiều lần, người ta đã nghiên cứu chuyển từ dạng tan sang dạng không hòa tan (insoluble enzyme). 
Enzyme cố định là enzyme được gắn lên chất mang không hòa tan bằng nhiều kỹ thuật khác nhau, hoặc tạo các liên kết giữa các phân tử enzyme để hình thành nên một mạng enzyme không tan. Nguyên tắc để chuyển enzyme từ dạng tan sang dạng cố định là không làm mất khả năng xúc tác, tức là phải giữ cho trung tâm hoạt động của phân tử enzyme không bị mất hoạt tính do sự tương tác với chất mang.
Theo Trevan, thuật ngữ enzyme cố định được hiểu là đưa những phân tử enzyme vào những pha riêng rẽ. Pha này được tách riêng với dung dịch tự do. Pha enzyme thường không tan trong nước và được gắn với những polymer ưa nước có trọng lượng phân tử lớn. 

  Hiện nay, nhiều enzyme đã được chuyển từ dạng hòa tan sang dạng không hòa tan bằng nhiều kỹ thuật cố định khác nhau.
2.9.2. Lược sử nghiên cứu enzyme cố định
Lịch sử nghiên cứu cố định enzyme bắt đầu từ năm 1916, khi Nelson và Griffin quan sát khả năng thủy phân đường saccharose của enzyme invertase nấm men, hấp thụ trên than hoạt tính. Sau đó nhiều phương pháp cố định enzyme đã được thực hiện, trong giai đoạn đầu các nghiên cứu cố định chủ yếu dựa trên cơ sở tạo liên kết bền hoặc liên kết không bền giữa chất mang và phân tử enzyme . Micheal và Iuers (1949) đã sử dụng phương pháp azid hóa để tạo liên kết cộng hóa trị giữa chất mang carboxymethyl cellulose và phân tử enzyme. Grubhofer và Schleith (1953) cố định một vài enzyme như carboxypeptidase, pepsin, ribonuclease bằng liên kết cộng hóa trị (covalent binding) lên nhựa polyaminostyren được diazo hóa. Mizt (1956) đã cố định enzyme catalase lên DEAE – cellulose bằng liên kết ion (ionic binding) vv... Khi tạo liên kết bền giữa enzyme và chất mang thường dẫn đến làm giảm khả năng xúc tác của enzyme, vì vậy những năm về sau nhiều cách cố định khác được xây dựng với mục đích không làm giảm khả năng xúc tác của enzyme. Năm 1963 Bernfeld và Wan mô tả phương pháp cố định các enzyme trypsin, papain, amylase và ribonuclease bằng cách nhốt (entrapment) trong gel polyacrylamide, một năm sau (1964) Chang và đồng nghiệp cũng đã cố định thành công enzyme hydratase trong bao vi thể (microencapsule).  Quiocho và Richards (1964) đã tìm ra phương pháp tạo liên kết giữa các phân tử enzyme với nhau để làm cho mạch phân tử lớn lên và chúng không hòa tan (phương pháp khâu mạch: cross – linking) với enzyme carboxypeptidase A bằng glutaraldehyde. 

Enzyme cố định lần đầu tiên được ứng dụng ở quy mô công nghiệp vào năm 1969 để chuyển hỗn hợp D, L – axit amin thành L– axit amin với enzyme aminoacylase được cố định trên DEAE – sephadex nhờ liên kết ion do Chibata và các cộng sự thực hiện. Từ những thành công bước đầu này đã mở ra những ứng dụng to lớn của enzyme và tế bào cố định vào công nghiệp. Một trong những bằng chứng thuyết phục là sử dụng enzyme glucoisomerase cố định để sản xuất fructose từ glucose ở qui mô công nghiệp. Theo số liệu thống kê năm 1988 có khoảng trên 7 triệu tấn siro fructose  / năm được sản xuất trên thế giới nhờ công nghệ này. Ngoài glucoisomerase, một số enzyme như invertase, (-galactosidase cũng được cố định và sử dụng trong công nghiệp thực phẩm.
Ngày nay enzyme cố định đã và đang được ứng dụng rộng rãi vào nhiều lĩnh vực khác nhau như nghiên cứu sinh hóa cơ bản, công nghệ chế biến thực phẩm, y học, dược học, công nghệ hóa chất, trong phân tích tự động và bảo vệ môi trường.
Ở Việt Nam, những nghiên cứu cố định enzyme chỉ mới bắt đầu trong những năm gần đây, kết quả thu được cũng còn rất hạn chế. Năm 1994 – 1995, Viện Sinh học Nhiệt đới Thành phố Hồ Chí Minh nghiên cứu cố định enzyme glucoisomerase trên các hạt Silochrom B2 hoạt hóa bằng glutaraldehyde. Một số tác giả khác như Nguyễn Quang Tâm (2002) đã nghiên cứu cố định pectinase thu nhận từ các chủng nấm mốc, Nguyễn Quyết (2004) đã nghiên cứu cố định (-amylase thu nhận từ vi khuẩn Bacillus subtilis vv...
Bằng kỹ thuật cố định tương tự như enzyme, các nhà khoa học đã cố định tế bào vi sinh vật lên giá thể không tan để dễ dàng tách chúng ra khỏi môi trường lên men. Tế bào vi sinh vật cố định lần đầu tiên được ứng dụng ở qui mô công nghiệp cũng được thực hiện bởi Chibata (1973), Chibata và các công sự đã cố định E. coli trong gel polyacrylamide để sản xuất axit L- aspartic từ amonium fumarat nhờ hoạt tính aspartase rất cao của E. coli.

Nhiều nghiên cứu về cố định tế bào cũng được thực hiện tại Việt nam. Lê Văn Hiệp (1995) cố định vi khuẩn tả (Vibro cholerae) lên giá thể polyhydroxy ethyl methacrylat (PHEMA) bằng kỹ thuật bức xạ, Nguyễn Thị Xuân Sâm (2005) cố định vi sinh vật trên alginat, Nguyễn Thị Diễm Quỳnh cố định vi khuẩn Bacillus subtilis lên giấy lọc và vỏ bưởi vv...Tuy nhiên việc sản xuất enzyme cố định cũng như vi sinh vật cố định với qui mô thương mại thì chưa có tại Việt nam.
2.9.3.  Một số đặc tính của enzyme cố định:
a. Khả năng xúc tác của enzyme cố định thường nhỏ hơn enzyme hòa tan cùng loại. Đặc điểm này của enzyme cố định là do những nguyên nhân sau :

     + Khi gắn enzyme vào chất mang, dưới ảnh hưởng của điện tích ở chất mang làm cho cấu trúc enzyme sẽ bị thay đổi. Từ đó hoạt tính của enzyme sẽ giảm. Mức độ giảm hoạt tính phụ thuộc vào mức độ thay đổi cấu trúc không gian của enzyme khi ta gắn chúng vào chất mang.

    + Đối với các enzyme bị nhốt vào một khuôn gel, các gel này sẽ bao quanh phân tử enzyme, khi đó cơ chất rất khó tiếp cận với enzyme, và như vậy, phản ứng sẽ khó được thực hiện. Phản ứng chỉ xảy ra khi cơ chất tiếp xúc được với enzyme. Trong trường hợp này các gel  như một vật cản.

b. Enzyme cố định tuân theo định luật Michaelis – Menten (phản ứng enzyme và cơ chất). 
Tuy nhiên phản ứng giữa cơ chất và enzyme cố định có những sai khác nhất định.

    + Có thể xảy ra hiện tượng cạnh tranh cơ chất giữa enzyme và chất mang.

   + Hiện tượng khuếch tán cơ chất và các sản phẩm làm giảm hoạt tính của enzyme hay tốc độ phản ứng.

c. Enzyme cố định có tính bền nhiệt hơn enzyme hòa tan.

d. Enzyme cố định thường có pH chuyển dịch sang miền kiềm hay miền axit hơn enzyme hòa tan cùng loại.

e. Enzyme cố định có khả năng bảo quản tốt hơn enzyme hòa tan.
2.9.3. Các ưu nhược điểm của enzyme cố định
(  Ưu điểm: 
- Ưu điểm chính dễ nhận thấy nhất của các enzyme cố định là khả năng dễ dàng tách chúng ra khỏi hỗn hợp phản ứng. Do đó không sợ trộn lẫn các sản phẩm cuối với enzyme, sản phẩm có độ tinh sạch cao hơn.

- Khi sử dụng  enzyme cố định, chúng ta có thể ngừng quá trình ở bất cứ giai đoạn nào, chỉ cần tách enzyme ra khỏi cơ chất. 

-Enzyme cố định có thể dễ dàng tách ra khỏi sản phẩm của phản ứng và có thể tái sử dụng nhiều lần. Điều này mang lại lợi ích kinh tế cao. 

- Đặc biệt thuận lợi trong các quá trình tự động hóa và liên tục. Người ta đã chế tạo ra các bình là các hệ thống phản ứng vận hành liên tục với dòng cơ chất liên tục đi vào và enzyme được cố định bên trong bình chứa, sản phẩm liên tục được thu nhận.

- Enzyme cố định là công cụ phân tích hóa sinh rất quý.

- Enzyme được cố định trên giá thể thường bền hơn, hoạt tính ổn định hơn các enzyme tự do. Nhờ các liên kết của enzyme với chất mang như liên kết cộng hóa trị, liên kết ion, liên kết hydro và các liên kết yếu khác làm enzyme cố định ít bị biến tính khi môi trường thay đổi.

(  Nhược điểm: 

- Enzyme khi được cố định sẽ hạn chế khả năng tiếp xúc giữa cơ chất với enzyme, do đó hoạt tính riêng của enzyme cố định thường thấp hơn so với enzyme tự do, đặc biệt là trong trường hợp cơ chất là những chất có trọng lượng phân tử lớn như protein hay polysaccharide. Trong trường hợp enzyme được cố định bằng phương pháp nhốt trong khuôn gel sẽ hạn chế khả năng tiếp xúc giữa cơ chất và enzyme, chỉ những enzyme nằm ở lớp ngoài là có khả năng tiếp xúc tốt với cơ chất. 

- Khi enzyme được cố định bằng phương pháp cộng hóa trị, trong nhiều trường hợp một lượng đáng kể enzyme bị mất hoạt tính do chất hoạt hóa và do phản ứng gắn không đặc hiệu của các liên kết trên vật liệu cố định vào trung tâm hoạt động của enzyme.

2.9.4. Ứng dụng của enzyme cố định:

Các nghiên cứu ứng dụng enzyme trong thực tiễn ngày càng mở rộng và đạt hiệu quả cao. Ở nhiều nước đã hình thành công nghệ enzyme, phục vụ cho nhiều ngành khác nhau. 

Trong lĩnh vực nông nghiệp, enzyme được sử dụng để chế biến thức ăn gia súc, nâng cao hiệu quả sử dụng thức ăn. Trong lĩnh vực công nghiệp, chế phẩm enzyme được sử dụng rộng rãi trong nhiều ngành công nghiệp như công nghiệp dệt, công nghiệp thực phẩm…Đặc biệt, trong lĩnh vực y dược, enzyme được sử dụng để định lượng các chất, phục vụ công việc xét nghiệm chẩn đoán bệnh. Các enzyme còn được sử dụng làm thuốc.

Hiện nay có rất nhiều loại enzyme được điều chế ở dạng cố định, nhiều chế phẩm enzyme cố định đã được ứng dụng rất có hiệu quả trong thực tế.

(  Ứng dụng trong y học :

Enzyme cố định đã có những thành tựu to lớn trong y học, đặc biệt để chữa các bệnh di truyền do thiếu enzyme hoặc hoạt độ của enzyme tương ứng không đủ mạnh chẳng hạn như bệnh plenylxeton niệu hoặc bệnh suy thận mãn tính. Nếu đưa trực tiếp enzyme không thuần khiết vào để chữa bệnh có thể dẫn đến dị ứng hoặc phản ứng miễn dịch. Chang vào năm 1954 đã tạo ra vi tiểu cầu bán thấm có gắn enzyme, nhờ đó enzyme có thể tồn tại lâu trong cơ thể do cơ chất và sản phẩm phản ứng dễ dàng đi qua màng, còn enzyme thì biệt lập với môi trường xung quanh. Nhờ đó tạo được trong cơ thể một nồng độ có hiệu quả cao của enzyme thiếu mà vẫn không gây phản ứng phụ.

Một ứng dụng khác là urease gắn trong vi tiểu cầu được sử dụng có hiệu quả để loại ure của máu trong chạy thận nhân tạo. Vi tiểu cầu chứa catalase có thể thay thế một cách có hiệu quả các catalase thiếu trong cơ.

Sử dụng enzyme cố định còn đem lại nhiều triển vọng trong chữa bệnh hiểm nghèo như ung thư. Đưa vi tiểu cầu có gắn enzyme L-asparaginase vào cơ thể có khả năng ức chế sự phát triển của một số khối u ác tính bởi sự phát triển của các khối u này phụ thuộc vào sự có mặt của L-asparagin.
Enzyme cố định còn được sử dụng trong sản xuất kháng sinh. Axit 6-aminopenicillinic (6-APA) là một loại kháng sinh quan trọng thuộc họ penicillin. Có thể thu nhận bằng cách thủy phân penicillin G (benzyl-penicillin) hoặc penicillin V (phenoxymethylpenicillin) bằng enzyme penicillin amidase cố định.
Ngoài ra, enzyme cố định còn là công cụ đắc lực trong chẩn đoán bệnh như enzyme horse radish peroxidase được cố định trên polystyren cùng với kháng thể hay kháng nguyên gây bệnh giúp chẩn đoán nhanh và chính xác (kỹ thuật ELISA), các chế phẩm này được thương mại hóa như các test ELISA chẩn đoán siêu vi B.

(  Ứng dụng trong kỹ thuật sinh hóa :

Enzyme cố định là công cụ phân tích sinh hóa có giá trị. Năm 1970, Bernty đã dùng glucooxidase gắn bằng đồng hóa trị ở trong cột polystirol để xác định tự động glucose. 

Ngày nay người ta sử dụng phương pháp phân tích bằng enzyme không cần tác nhân, dựa trên điện cực enzyme. Khi đặt điện cực enzyme tiếp xúc với dung dịch nghiên cứu có chứa cơ chất của enzyme, trong lớp điện cực sẽ xảy ra phản ứng enzyme. Với ứng dụng này, người ta đã xác định liên tục nồng độ glucose nhờ glucooxidase không tan. Và cũng trên nguyên tắc đó, nhà khoa học Clark đã đề ra phương pháp xác định metanol và etanol trong nước và trong hơi nước nhờ điện cực enzyme có chứa alcoloxydoreductase cố định.

(  Ứng dụng trong công nghiệp :

Enzyme cố định có ứng dụng trong công nghiệp khá đa dạng, đem lại hiệu quả kinh tế cao cho nhà sản xuất. Các ngành công nghiệp: bia, rượu, nước giải khát, chế biến sữa, sản xuất hóa chất…. Đều có nhiều những ứng dụng enzyme cố định trong quy trình sản xuất.

Các lĩnh vực đã sử dụng ở quy mô công nghiệp:

- Sản xuất hỗn hợp glucose- fructose từ tinh bột thông qua enzyme glucoisomerase.

- Tách hỗn hợp D, L – axit amin thành L– axit amin  nhờ L- aminoacylase.

- Sản xuất  L-aspartic nhờ enzyme aspartase.

- Sinh tổng hợp L- axit succinic nhờ enzyme fumarase.

- Thu nhận sữa không có lactose (sữa phi- lacto) nhờ lactase.
Ngoài ra enzyme cố định còn được sử dụng trong một số lĩnh vực khác như trong xử lý môi trường, trong sản xuất thực phẩm vv...(xem chương 5).
-------------------------------------------------------------------------------------
TÓM TẮT CHƯƠNG 1
1- Khái niệm cơ bản về protein


Protein là hợp chất có phân tử lượng lớn, được cấu tạo từ các axit amin. Có 20 loại axit amin chủ yếu trong thành phần protein. Protein có bốn bậc cấu trúc. Cấu trúc bậc 1 là số lượng và trình tự sắp xếp của các axit amin trong chuỗi polypeptid. Cấu trúc bậc 1 cố định, không thay đổi và được mã hóa trong bộ máy di truyền. Cấu trúc bậc cao (2,3,4) quyết định tính chất chức năng và vai trò sinh học của protein. Khi cấu trúc bậc cao bị phá vỡ phân tử protein bị biến tính, mất hoạt tính sinh học và thay đổi một số tính chất.


Protein có khả năng điện ly lưỡng tính, khả năng tan trong nước của protein rất khác nhau, protein không tan trong dung môi hữu cơ, protein hấp thụ tia tử ngoại và người ta sử dụng tính chất này để định lượng protein. Protein bị thủy phân bỡi các tác nhân như axit, kiềm và enzyme protease.
Protein có những tính chất chức năng như  khả năng tạo gel, tạo bọt, tạo bột nhão, khả năng nhũ hóa và cố định mùi, được sử dụng nhiều trong sản xuất thực phẩm. 

Một số nguồn nguyên liệu giàu protein, có ý nghĩa ứng dụng cao như tảo và một số vi sinh vật được nghiên cứu nuôi trồng. Ngoài ra một số protein có hoạt tính sinh học cao như insulin, interferon, protein tái tổ hợp cũng được nghiên cứu để có thể tổng hợp bằng con đường sinh học phục vụ con người.

2- Khái niệm cơ bản về enzyme
Enzyme là những protein có khả năng xúc tác các phản ứng hóa học trong cơ thể sống. Enzyme có cấu tạo hóa học và những tính chất đặc trưng của protein. Để thực hiện nhiệm vụ xúc tác mỗi enzyme phải có trung tâm hoạt động. Trong quá trình xúc tác, trung tâm hoạt động phải liên kết với cơ chất để tạo phức enzyme-cơ chất (ES). Phức ES được hình thành do các liên kết không bền.

Khả năng xúc tác của enzyme phụ thuôc nhiều yếu tố như nông độ enzyme, nồng độ cơ chất, nhiệt độ, pH, chất kìm hãm và chất hoạt hóa.

Một enzyme có thể được thu nhận từ nhiều nguồn nguyên liệu khác nhau, khả năng xúc tác phản ứng giống nhau nhưng có cấu tạo phân tử và một số tính chất khác nhau. 
Enzyme cố định là enzyme được gắn lên chất mang không hòa tan bằng nhiều kỹ thuật khác nhau. Enzyme cố định thường có hoạt độ thấp hơn enzyme tan nhưng có khả năng chịu nhiệt, và hoạt động ở vùng pH axit hơn (hoặc kiềm hơn) so với enzyme tan cùng loại. Enzyme cố định có khả năng bảo quản tốt hơn enzyme hòa tan. Enzyme cố định có thể dễ dàng tách ra khỏi sản phẩm của phản ứng và có thể tái sử dụng nhiều lần. 
CÂU HỎI ÔN TẬP

1- Hãy cho biết về vai trò sinh học của protein.

2- Đặc điểm cấu tạo của các axit amin trong thành phần protein.

3- Trình bày bốn bậc cấu trúc của protein và những loại liên kết tham gia hình thành và giữ vững cấu trúc đó.

4- Trình bày khả năng tan và khả năng điện ly lưỡng tính của protein và cho biết ý nghĩa ứng dụng của các tính chất này trong chiết tách và phân tích protein.

5- Trình bày các tính chất hóa lý của protein.

6- Trình bày các biến đổi của protein có ứng dụng trong công nghệ thực phẩm.

7- Đặc điểm cấu tạo của tảo Spirulina và Chlorella
8- Thành phần dinh dưỡng có thể cung cấp cho người và động vật nuôi của tảo Spirulina và Chlorella.

9- Mục đích của việc phát triển nuôi trồng tảo và thu nhận sinh khối nấm men.

10- Cấu tạo và chức năng của insulin

11- Khái niệm về interferon và mục đích sản xuất interferon

12- Khái niệm về protein tái tổ hợp và ý nghĩa ứng dụng của chúng.

13- Khái niệm về trung tâm hoạt động của enzyme
14- Các yếu tố ảnh hưởng đến độ hoạt động của enzyme
15- Vì sao enzyme có thể tồn tại nhiều dạng phân tử khác nhau?
16- Khái niệm về enzyme không tan và tính chất đặc trưng của chúng?

17- Những ứng dụng của enzyme cố định.

Chương 2. CÁC PHƯƠNG PHÁP TÁCH CHIẾT VÀ TINH SẠCH PROTEIN – ENZYME
Như đã được trình bày trong chương 1, enzyme có hai loại là enzyme nội bào và enzyme ngoại bào. Với các enzyme ngoại bào, quá trình tách chiết enzyme được tiến hành đơn giản hơn, dịch tế bào vi sinh vật sau khi nuôi cấy sẽ được ly tâm và lọc để loại bỏ sinh khối tế bào cũng như các tạp chất là có thể thu nhận được dung dịch chứa chế phẩm enzyme thô. Còn đối với enzyme cũng như các loại protein nội bào khác, muốn thu nhận được chế phẩm protein – enzyme thô, chúng ta cần phải thực hiện các biện pháp phá vỡ tế bào để giải phóng protein – enzyme ra môi trường bên ngoài tế bào rồi sau đó mới tiến hành thu nhận cũng như tinh chế các sản phẩm protein. 

Sau giai đoạn phá vỡ tế bào để giải phóng protein ra khỏi tế bào, người ta sẽ thu nhận chế phẩm protein. Phương pháp lâu đời nhất nhưng cho đến nay vẫn còn rất phổ biến để thu nhận chế phẩm protein đó là phương pháp kết tủa. Có nhiều phương pháp kết tủa khác nhau như: kết tủa bằng muối trung tính, kết tủa bằng dung môi hữu cơ hoặc kết tủa dựa vào điểm đẳng điện của protein … tùy thuộc vào tính chất của protein mà cần lựa chọn phương pháp phù hợp. 
Sau khi kết tủa, chế phẩm thu được không chỉ có một loại protein duy nhất mà sẽ bao gồm rất nhiều loại protein, bên cạnh đó có thể còn lẫn một vài hợp chất không phải protein như acid nucleic hoặc saccharid, chế phẩm này được gọi là chế phẩm protein thô. Để thu được chính xác protein mục tiêu ta cần phải tinh sạch chế phẩm protein thô, phương pháp phổ biến nhất hiện nay để tinh sạch protein là phương pháp sắc ký. Trong phương pháp này có nhiều loại như sắc ký trao đổi ion, sắc ký lọc gel, sắc ký ái lực, sắc ký hấp phụ.

1. CÁC ĐIỀU CẦN LƯU Ý KHI TÁCH CHIẾT VÀ TINH SẠCH PROTEIN

Protein là hợp chất rất dễ bị biến tính khi tách ra khỏi tế bào sinh vật, sự biến tính của protein có thể do nhiệt độ cao, sự thủy phân của các enzyme protease, tác dụng của pH thấp (acid), các chất oxi hóa hay chất khử, các chất gây biến tính, các chất gây ức chế bất thuận nghịch, mất các cofactor ... tuy nhiên, các protein khác nhau có thể nhạy cảm với những tác nhân nêu trên ở các mức độ khác nhau.

Trong sản xuất chế phẩm enzyme thì việc giữ được hoạt tính enzyme là một trong những yêu cầu hàng đầu. Thông thường qua mỗi bước tinh sạch thì một phần của enzyme cũng như hoạt độ của chế phẩm bị mất đi, giá thành cao lên do chi phí về thiết bị, nguyên liệu, công sức và do mất hoạt độ. Với enzyme dùng trong mục đích công nghiệp, không phải lúc nào cũng cần chế phẩm có độ tinh sạch cao, trong một số trường hợp có thể dùng enzyme ở dạng thô.

Để hạn chế tối đa sự biến tính protein cần thu nhận cũng như hạn chế sự giảm hoạt độ enzyme trong quá trình tinh sạch thì thường chọn dung dịch chiết rút protein - enzyme thích hợp, vừa cho hiệu suất chiết suất protein cao, vừa không làm biến tính protein. Các bước tinh sạch thường được tiến hành ở nhiệt độ thấp (khoảng 40C hoặc thấp hơn, tùy yếu tố gây kết tủa) để vừa hạn chế sự biến tính protein - enzyme cũng như tác dụng phân giải của các enzyme protease có mặt trong dịch chiết. Đối với nhiều loại protein - enzyme, có thể bổ sung các chất ức chế của enzyme protease vào dịch chiết để hạn chế sự thủy phân đối với các enzyme quan tâm. Các enzyme protease được phân thành 4 lớp là:

 - Protease serine

 - Protease cystein (hay protease thiol/sulfhydryl)

 - Protease acid (protease aspartyl/glutamyl) 

 - Protease chứa kim loại. 

Trên cơ sở của 4 lớp protease này, người ta cũng chia các chất ức chế của enzyme này theo 4 lớp tương ứng. Tuy vậy, do sự phổ biến của hai loại protease serine và protease cystein, nên việc bổ sung vào dịch chiết protein – enzyme các chất ức chế của hai loại protease này là phổ biến. Trong một số trường hợp, đối với các loại protein – enzyme nhạy cảm với các phân cắt protease, thì cả 4 loại chất ức chế đều được sử dụng.

2. CÁC PHƯƠNG PHÁP PHÁ VỠ TẾ BÀO ĐỂ TRÍCH LY PROTEIN
2.1. Phá vỡ tế bào bằng phương pháp cơ học
Mục đích của phá vỡ tế bào là giải phóng các chất có trong tế bào và đảm bảo được hoạt độ enzyme nội bào. Việc phá vỡ tế bào sinh vật bao gồm cả phá vỡ tế bào động vật, thực vật và VSV.

Đối với tế bào động vật người ta thường sử dụng toàn bộ cơ quan (hay mô bào) của động vật có chứa enzyme và cần phải được trữ ở nhiệt độ thấp để tránh mất hoạt độ enzyme. 

Trước khi trữ lạnh cần phải loại bỏ mỡ hoặc các thành phần khác bám theo mô bào đó, các mẫu cần được xử lý nhanh và phải được thu nhận enzyme trong thời gian không quá 4 giờ kể từ khi giết mổ.

Đối với tế bào và mô bào thực vật, cần phải được làm sạch và được trữ lạnh nếu chưa tiến hành thu nhận enzyme ngay.

Tế bào động vật và tế bào thực vật thường rất dễ phá vỡ bằng các phương pháp cơ học. Riêng tế bào vi sinh vật, việc phá vỡ tế bào có những khó khăn nhất định:

 - Tế bào VSV có kích thước quá nhỏ, việc phá vỡ tế bào bằng phương pháp nghiền nếu không có chất trợ nghiền sẽ không có hiệu quả.

 - VSV là cơ thể đơn bào, khi phát triển trong môi trường, đặc biệt là môi trường lỏng có nhiều cơ chất thủy phân, chúng sẽ tạo ra nhiều enzyme ngoại bào tương ứng. Các enzyme ngoại bào này được hòa tan trong môi trường và dễ dàng tách chúng ra khỏi dung dịch nuôi cấy, do đó trong công nghiệp ít khi người ta tiến hành nghiền tế bào (trừ trường hợp enzyme nôi bào). Tuy nhiên trong thời gian gần đây, việc nghiên cứu enzyme nội bào ở VSV ngày càng nhiều, do đó phương pháp cơ học được ứng dụng để phá vỡ tế bào VSV ngày càng nhiều.

2.1.1. Phá vỡ tế bào bằng sóng siêu âm

Xử lí các tế bào ở dạng huyền phù bằng sóng siêu âm sẽ là phá vỡ chúng trong chất lỏng. Sóng siêu tạo nên hiện tượng sủi bong bóng khi tần số âm thanh đủ lớn để tạo nên vô số các vi bọt tại các vùng tập trung sinh khối trong chất lỏng. Các bóng bọt bị vỡ chuyển năng lượng âm thanh thành năng lượng cơ học ở dạng sóng gây sốc tế bào. Năng lượng này sẽ truyền chuyển động tới các bộ phận của tế bào. Các tế bào bị phá vỡ khi động năng của các bộ phận này trong tế bào vượt quá độ vững chắc của vách tế bào. Sóng siêu âm là phương pháp phá vỡ tế bào phổ biến, hữu ích, đơn giản, được sử dụng ở quy mô nhỏ. Phương pháp này khó thực hiện được trên quy mô lớn do khó khăn trong việc đầu tư thiết bị phát sóng siêu âm lớn và đảm bảo an toàn khi làm việc.

2.1.2. Phá vỡ tế bào bằng phương pháp nghiền hoặc khuấy
a. Nghiền với bột thủy tinh, cát thạch anh hoặc thép

Khi dịch huyền phù tế bào được lắc cùng với bột thủy tinh hoặc bằng thép nhỏ (thường đường kính 0,2÷1mm) thì tế bào bị phá vỡ do lực cắt của chất lỏng cao và do va chạm với các hạt này. Nhìn chung khi sử dụng các chất này thì làm tăng vận tốc giải phóng protein nhưng cũng làm tăng nhiệt, đây là vấn đề chính khi sử dụng các máy nghiền dạng hạt trong trích li, đặc biệt là ở quy mô lớn (20lít). Để khắc phục hiện tượng này người ta phải làm lạnh thiết bị khi nghiền.

b. Nghiền với thiết bị nghiền đồng thể

Thiết bị này có chày thủy tinh gắn với môtơ quay và có thể điều chỉnh được tốc độ quay theo yêu cầu. Các tế bào giữa chày thủy tinh và thành cối sẽ bị phá hủy. Để việc phá vỡ có hiệu quả, ở mô thực vật, trước khi nghiền, người ta thường thái nhỏ mẫu để vào ngăn đá hoặc cho trương nước (ví dụ như đối với mẫu hạt khô). Còn ở các mô của động vật như gan hoặc thận, khi chiết protein người ta cần cắt bỏ các mô liên kết.

2.1.3. Phương pháp đồng hóa áp lực cao

Đây là phương pháp được ứng dụng rộng rãi nhất để phá vỡ tế bào quy mô công nghiệp. Theo phương pháp này, huyền phù tế bào sẽ được nén với một áp lực cao, chúng va chạm rất mạnh vào vành ống (máy đồng hóa manton-gaulin). Tế bào bị phá vỡ bởi lực cắt (Shearing-gaulin) và sức nén. Tùy thuộc vào loại máy, công suất từ 50÷50000 lít/giờ mà áp lực cần có khác nhau. Mặt khác, tính chất, cấu tạo của tế bào khác nhau đòi hỏi áp lực khác nhau. Ví dụ, đối với tế bào vi khuẩn người ta cần áp lực khoảng 550 bar.

Phương pháp đồng hóa áp lực cao thường được áp dụng cho việc phá vỡ tế bào vi khuẩn. Tế bào động vật và tế bào thực vật ít khi phải dùng phương pháp này.

2.2. Phá vỡ tế bào bằng phương pháp không cơ học

Ngoài các phương pháp cơ học trên, người ta còn phá vỡ tế bào bằng các phương pháp không phải phương pháp cơ học. Các phương pháp đó bao gồm phương pháp hóa học (sử dụng kiềm hoặc các dung dịch tẩy rửa), phương pháp vật lý (Shock thẩm thấu) hoặc phương pháp sinh học (sử dụng enzyme để phá màng tế bào)

2.2.1. Phương pháp hóa học

Là phương pháp dựa trên khả năng tạo ra áp suất thẩm thấu mạnh, hoặc khả năng oxy hóa mạnh của các chất hóa học để phá vỡ thành tế bào. Phương pháp này không đòi hỏi áp suất cao, nên ít chi phí và dễ thực hiện. Tuy nhiên vì trong quá trình thực hiện, người ta sử dụng hóa chất nên các hóa chất này thường lẫn vào trong hỗn hợp, đòi hỏi quá trình tách rất phức tạp.

a. Dùng các dung môi hữu cơ

Các dung môi hữu cơ như butanol, acetone, glycerin, ethylacetate…với nồng độ thích hợp sẽ phá vỡ được tế bào.

b. Xử lí kiềm


Đây là phương pháp sử dụng thành công trong việc tách chiết các protein vi khuẩn. Ví dụ: Enzyme trị liệu, L-asparaginase có thể giải phóng khỏi Erwinia chrysanthemi bằng cách ủ tế bào ở pH từ 11÷12,5 trong 20 phút. Kiềm sẽ thủy phân màng tế bào, giải phóng các protein. Kĩ thuật này chỉ áp dụng nếu protein bền trong môi trường kiềm ít nhất từ 20÷30 phút. 

c. Dùng các chất tẩy rửa

Các chất tẩy như  SDS, Trixton X-100, Tween.. được dùng để phân giải tế bào. Chúng sẽ tổ hợp với các lipoprotein trên màng tạo ra các mixen do đó sẽ làm màng tế bào trở nên có tính thấm song cũng làm biến tính các protein.

2.2.2. Phương pháp vật lý (Shock thẩm thấu)

Phương pháp này thường được dùng để giải phóng protein ra khỏi gian bào của một số vi khuẩn Gram âm. Phương pháp này bao gồm các bước sau: 

 - Rửa tế bào trong dung dịch đệm để làm sạch chúng khỏi môi trường dinh dưỡng.

 - Tạo dịch huyền phù trong môi trường ưu trương sucrose 20%.

 - Sau khi đạt tới sự cân bằng thẩm thấu, thu hồi tế bào và tái huyền phù trong nước ở khoảng 4oC.

Tuy nhiên, phương pháp này khó thực hiện trên quy mô lớn do: thể tích làm việc lớn (400dm3 cho 10kg bột nhão tế bào), nhiều giai đoạn li tâm và luôn phải duy trì ở nhiệt độ thấp. 

2.2.3. Phương pháp sinh học (phương pháp enzyme)

Có hai phương pháp hiện đang được sử dụng rộng rãi là phương pháp tự phân và phương pháp thủy phân bằng enzyme đưa từ bên ngoài vào.

Phương pháp tự phân là phương pháp tạo điều kiện tối ưu cho một số enzyme có khả năng phân giải một số thành phần của tế bào, các enzyme này phải là những enzyme có trong tế bào và là của tế bào đó. Bình thường các enzyme này không hoạt động mạnh, nhưng nếu điều kiện nhiệt độ, pH, nước ở bên ngoài tế bào mà trùng với mức hoạt động của chúng, thì chúng sẽ hoạt động mạnh và thủy phân thành tế bào, làm chết tế bào. Tự phân (autolis) là quá trình được áp dụng nhiều trong phá vỡ thành tế bào các loại nấm men. Người ta thường tiến hành quá trình tự phân huyền phù nấm men ở nhiệt độ 48(520C, trong khoảng thời gian 6÷24 giờ. Phương pháp này có nhiều nhược điểm vì trong quá trình thủy phân, các enzyme có trong tế bào không chỉ thủy phân các chất ở thành tế bào, thậm chí các enzyme cũng bị phá hủy. Phương pháp này hiện nay không được sử dụng nhiều trong công nghiệp

Một phương pháp khác đang được nghiên cứu nhiều là phương pháp sử dụng enzyme từ ngoài tế bào. Các phương pháp này được đưa vào huyền phù tế bào để tiến hành các quá trình thủy phân có định hướng các chất nhất định trong thành tế bào. Người ta thường sử dụng hệ enzyme cellulase để phá vỡ thành tế bào nấm men và thành tế bào thực vật. Phương pháp này không gây hư hỏng các chất có trong tế bào và thực hiện dễ dàng trong mọi điều kiện (phòng thí nghiệm, sản xuất thể nghiệm và sản xuất công nghiệp). Ngoài ra, người ta còn sử dụng lysozym trong các loại tế bào khác.

2.3. Các phương pháp cơ học tách protein

Sau khi phá vỡ tế bào, chế phẩm enzyme thô cần được tách khỏi tế bào cũng như các thành phần khác, trong các phương pháp tách chiết enzyme, thì các phương pháp cơ học được ứng dụng nhiều hơn cả. Có hai phương pháp cơ học để tách chiết enzyme là


- Phương pháp ly tâm (centrifugation)


- Phương pháp lọc (filtration)

2.3.1. Phương pháp ly tâm

Ly tâm là quá trình tách vật chất rắn ra khỏi dung dịch. Trong công nghệ enzyme, phương pháp ly tâm thường được ứng dụng khá rộng rãi để thu nhận dung dịch enzyme thô. Dung dịch enzyme thô này còn chứa các thành phần sau:


- Protein có hoạt tính sinh học (enzyme)


- Các loại protein khác


- Các chất hòa tan


- Nước
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Hình 2.1: Mô hình phương pháp ly tâm

Phương pháp ly tâm chỉ tách được thành phần rắn có tỷ trọng lớn hơn dung dịch. Dịch thu được chưa phải là chế phẩm protein – tinh sạch mà là chế phẩm enzyme thô, vì còn chứa nhiều loại protein khác nhau, nước và các chất hòa tan khác.

Để tránh hiện tượng biến tính của enzyme, trong những mẫu nghiên cứu, người ta thường tiến hành ly tâm lạnh, còn trong sản xuất theo quy mô công nghiệp, người ta thường tiến hành trong điều kiện nhiệt độ thấp.

Trong quy mô công nghiệp, người ta thường tiến hành ly tâm thu nhận dung dịch enzyme bằng máy ly tâm liên tục. Phương pháp ly tâm liên tục có những ưu điểm là thời gian thu nhận sản phẩm nhanh, liên tục và không gây ảnh hưởng lớn đến hoạt tính enzyme.

2.3.2. Phương pháp lọc

Trong công nghệ enzyme, sau khi phá vỡ thành tế bào sinh vật hay sau khi lên men, người ta thường sử dụng quá trình lọc để thu nhận dung dịch enzyme nội bào, enzyme ngoại bào hòa tan.

Lọc cũng là phương pháp tách thành phần rắn ra khỏi dung dịch. Lọc là một phương pháp khi thực hiện thường gặp nhiều khó khăn như kích thước vật chất dưới tế bào thường rất nhỏ, và độ nhớt của dung dịch thường rất cao. Cả hai yếu tố này đều làm cản trở quá trình lọc. Tốc độ lọc phụ thuộc rất lớn vào: diện tích bề mặt vật liệu lọc, áp suất khi lọc, độ nhớt dịch lọc, sức đề kháng.

Trong công nghiệp sản xuất protein – enzyme, người ta thường sử dụng các phương pháp lọc sau:

a. Lọc ép (pressuse filter): thường được sử dụng trong trường hợp dung dịch cần lọc có khối lượng nhỏ. Phương pháp này sử dụng để lọc enzyme rất hiệu quả.

b. Lọc chân không (vacuum filter): là phương pháp được ứng dụng nhiều nhất trong nghiên cứu và sản xuất các sản phẩm sinh học có hoạt tính. Trong đó, lọc chân không quay (rotary vacuum filter) được sử dụng nhiều hơn cả.
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Hình 2.2: mô hình hoạt động của máy lọc chân không

c. Lọc theo dòng chảy cắt ngang (cross-flow filtration): Trong những năm gần đây, nhiều nhà máy sản xuất enzyme sử dụng phương pháp lọc theo dòng chảy cắt ngang. Theo đó, dòng dung dịch lọc sẽ chảy song song bề mặt nguyên liệu lọc, phần lọc sẽ được thoát qua vật liệu lọc và đi xuống phía dưới. Phương pháp này có ưu điểm là làm giảm sức đề kháng quá trình lọc của vật liệu chất rắn.


Hình 2.3: Lọc theo dòng chảy cắt ngang

d. Lọc thông thường (conventional filter): Phương pháp này đã có từ rất lâu, hiện nay ở một số nhà máy vẫn còn sử dụng. Phương pháp lọc này đang dần được thay thế bằng những phương pháp khác nhanh hơn, hiệu quả hơn.

3. CÁC PHƯƠNG PHÁP PHÂN ĐOẠN VÀ TINH CHẾ PROTEIN

3.1. Các phương pháp kết tủa

Kết tủa là phương pháp được sử dụng rất rộng rãi trong các nghiên cứu enzyme trong phòng thí nghiệm và sản xuất enzyme ở quy mô công nghiệp. Phương pháp kết tủa dựa trên nguyên tắc, enzyme là một phức hợp protein có khả năng tạo kết tủa một số chất. Trong quá trình kết tủa người ta phân biệt hai thuật ngữ: kết tủa âm và kết tủa dương.


Kết tủa âm là sự kết tủa protein tạp, phần protein cần thiết nằm trong dung dịch chứ không nằm trong phần tủa.


Kết tủa dương thì hoàn toàn ngược lại, các protein lại nằm trong phần kết tủa.

Chính sự phức tạp này, phương pháp kết tủa khó thu nhận enzyme hoàn toàn tinh khiết. Muốn thu được protein tinh khiết hơn, người ta phải sử dụng những phương pháp đặc biệt khác.

Ở phân tử enzyme, các gốc ưa nước và kỵ nước thường nằm trên bề mặt. Chúng quyết định mức độ hòa tan của enzyme. Trong đó các nhóm kỵ nước thường có khuynh hướng nằm trong lòng phân tử enzyme, một phần không nhỏ nhóm này lại nằm trên bề mặt enzyme và có khả năng tiếp xúc với dung môi, các nhóm này sẽ cùng với các nhóm tích điện và các nhóm lưỡng cực khác có vai trò quyết định đến tính chất enzyme.

Độ hòa tan của enzyme được coi là kết quả của tương tác lưỡng cực của chất hòa tan với nước và tương tác ion của chúng với muối có trong dung dịch. Nếu bề mặt enzyme có tính kỵ nước cao, có nghĩa là chỉ một phần nhỏ của chúng tương tác được với dung môi, còn một số ít hơn nữa các nhóm tích điện thì tương tác với muối. Nếu điện tích giảm tới 0, sự đẩy tích điện sẽ giảm theo mức độ tiến gần đến điểm đẳng điện và các phân tử sẽ hút lẫn nhau mạnh hơn, dẫn tới sự tạo tủa. Hiện tượng này gọi là kết tủa ở điểm đẳng điện.

3.1.1. Kết tủa đẳng điện


Protein là chất lưỡng cưc (ampholyte), chúng có cả nhóm acid và nhóm base. Mức độ hòa tan của enzme phụ thuộc vào pH, mức độ này là là tối thiểu khi chúng ở điểm đẳng điện, phần lớn protein có điểm đẳng điện ở khoảng acid, vì thế quá trình này được gọi là kết tủa acid (acid precipitation). Kết tủa enzyme ở điểm đẳng điện thường được thực hiện ở quy mô nhỏ, chứ không thực hiện ở quy mô công nghiệp. Thời gian tạo điểm đẳng điện và thời gian lưu để tạo kết tủa bền vững thường làm thay đổi hoạt tính enzyme. Như vậy, thiết bị phản ứng càng lớn, khả năng làm thay đổi hoạt tính enzyme càng lớn. Khi đó, thời gian khuấy trộn và thời gian lắng kết tủa càng kéo dài, enzyme càng dễ bị biến tính.

3.1.2. Kết tủa phân đoạn bằng muối trung tính (phương pháp diêm tích)

Phương pháp kết tủa phân đoạn bằng (NH4)2SO4 dựa trên cơ sở sự khác nhau về khả năng kết tủa của các protein các nồng độ muối khác nhau (tính theo phần % nồng độ bão hòa), được dùng phổ biến để loại bỏ bước đầu protein tạp của các dịch enzyme.  Các loại muối có thể được dùng là (NH4)2SO4, Na2SO4, MgSO4 ... người ta đã nhận thấy muối (NH4)2SO4 là tốt nhất vì nó không làm hại mà làm ổn định (làm bền) hầu hết các loại protein, loại muối này lại rẻ và phổ biến. Độ hòa tan của nó lại rất lớn (bão hòa 767g/l ở 250C). Ngoài ra nồng độ (NH4)2SO4 cần thiết để kết tủa protein khác nhau thì khác nhau nhiều. Ví dụ: Protease của nấm mốc dễ bị kết tủa ở 70% của (NH4)2SO4 bão hòa hoàn toàn, còn amylase của mầm lúa bị kết tủa ở 50% độ bão hòa của dung dịch muối này. Điều đó nói lên tính kết tủa lựa chọn của (NH4)2SO4 cao hơn các muối khác.

Người ta thường dùng hai dạng (NH4)2SO4: dạng bột hoặc bão hòa

- Khi dùng bột: Người ta cho từng ít một vào dịch chiết protein. Cách cho cũng ảnh hưởng lớn đến lượng kết tủa ban đầu của protein. Khi cho muối vào dịch chiết cần phải có máy khuấy từ để đảm bảo sự hòa tan của muối. 

- Khi dùng dung dịch bão hòa: Trong nhiều sách về phương pháp nghiên cứu, người ta đưa ra bảng tính số lượng muối cần thiết để pha các dung dịch có độ bão hòa khác nhau ở những nhiệt độ nhất định. Khái niệm về số phần trăm của độ bão hòa hoàn toàn đã được đề cập đến. Như ví dụ trên đã nói, protein có thể bị kết tủa ở 50% (0,5) hoặc 70% (0,7) của độ bão hòa hoàn toàn của (NH4)2SO4.  Khi  cho dung dịch (NH4)2SO4  vào dịch chiết protein thì  nồng độ (NH4)2SO4  không tăng đột ngột.

Sau khi kết tủa xong người ta thường để lắng khoảng 2h hoặc để qua đêm, mục đích là tạo kết tủa hoàn toàn (ở phương pháp dùng dung môi hữu cơ thì không cần để lâu). Kết tủa được lấy ra bằng cách ly tâm hoặc lọc qua phễu Buckner. Khi hòa tan kết tủa lại người ta thường thêm ion Ca2+ làm bền (CaCl2 hoặc Ca(COOH)2).

Ở giai đoạn loại muối, người ta dùng phương pháp thẩm tích. Thời gian thẩm tích thường là 24 ÷ 28h, nước thay càng nhiều càng nhanh càng tốt.

Có thể loại muối bằng cách lọc qua gel sephadex G25 (dẫn suất của dextran). Ưu thế của phương pháp này là tiến hành với thời gian ngắn (khoảng 30 phút), nên không làm mất hoạt độ enzyme. Muối có trọng lượng phân tử bé bị giữ lại, các protein có trọng lượng phân tử lớn xuống trước 

Giai đoạn tiếp theo là làm đông khô thành bột trắng. Chuyển trạng thái từ dịch nước đá sang trạng thái khí mà không qua trạng thái lỏng.

Để tiện lợi người ta đưa ra công thức để tính lượng (NH4)2SO4 cho vào dung dịch đã có độ bão hòa cho trước (S1) để đạt đến một độ bão hòa cần thiết (S2)

Tùy  theo  trạng  thái (NH4)2SO4 cho thêm vào dung dịch chiết protein, mà có công thức tính toán khác nhau.

- Đối với (NH4)2SO4  ở dạng bột

  


  0,515 x V (S2 - S1)

x (g) = 

     


       1 - 0,272 x S2

Trong đó: 

- V là thể tích dung dịch 

- S1 là độ bão hòa cho trước

- S2 và độ bão hòa cần đạt.  (ví dụ S1= 0,5 và S2= 0,7 chẳng hạn)

 Người ta cũng có thể dùng bản đồ toán (nomogram) để chiếu và xác định được lượng (NH4)2SO4 thêm vào để dung dịch protein đạt được một độ bão hòa nhất định. Hoặc có thể đối chiếu ở bảng có sẵn. Lượng (NH4)2SO4   đưa vào để dung dịch có độ bão hòa nhất định có khác nhau tùy thuộc nhiệt độ thí nghiệm.

- Đối với (NH4)2SO4 ở dạng dung dịch bão hòa.  Thể tích (tính theo ml) của dung dịch bão hòa cần cho vào 100ml dung dịch có độ bão hòa ban đầu S1 để đạt đến một độ bão hòa S2 cần thiết được tính theo công thức sau:

     


     100 (S2 - S1)

V (ml) = 

                                             1 - S2

Cần phải chú ý khi thực hiện quá trình lắng tủa protein bằng (NH4)2SO4 cần phải tách kim loại nặng , đặc biệt là sắt ra khỏi muối. Để làm điều đó, trước khi tủa bằng muối (NH4)2SO4 phải bổ sung vào dung dịch tác nhân gắn kim loại, chẳng hạn như EDTA.

3.1.3. Phương pháp kết tủa protein bằng dung môi hữu cơ

Dung môi hữu cơ có khả năng ảnh hưởng rất lớn đến độ hòa tan của của protein, ảnh hưởng đến trạng thái sovat hóa của phân tử nước xung quanh phân tử protein, tương tác giữa các phân tử protein sẽ tăng lên.

Trong công nghiệp sản xuất enzyme, người ta thường sử dụng ethanol và acetone để kết tủa enzyme. Khi tiến hành kết tủa enzyme bằng các dung môi hữu cơ cần hết sức lưu ý đến yếu tố nhiệt độ. Do enzyme rất nhạy cảm với nhiệt độ khi có mặt các chất như ethanol và acetone, nên bắt buộc khi tiến hành kết tủa enzyme phải làm lạnh cả dung môi hữu cơ và dung dịch enzyme. Mức độ nhạy cảm nhiệt độ của enzyme khi có mặt các dung môi hữu cơ thường mạnh hơn mức độ nhạy cảm của enzyme với nhiệt độ khi có mặt của muối vô cơ. Người ta thường tiến hành kết tủa enzyme bằng dung môi hữu cơ ở nhiệt độ trong khoảng 3(100C. Tỷ lệ và nồng độ các dung môi hữu cơ dùng để kết tủa enzyme được xác định bằng thực nghiệm cho từng loại enzyme và từng nồng độ enzyme có trong dung dịch.

Khi cho dung môi hữu cơ vào dung dịch protein sẽ làm giảm khả năng tan của nước bao xung quanh protein. Hiện tượng này xảy ra là do sự giảm hằng số điện mội của dung dịch, đẩy một lượng lớn nước. Các phân tử protein sắp xếp rất trật tự xung quanh các đoạn kỵ nước trên bề mặt protein có thể thay thế bằng các phân tử dung môi hữu cơ. Từ đó làm gia tăng độ hòa tan của chúng. Các protein có tính kỵ nước mạnh sẽ có khả năng hòa tan hoàn toàn trong dung môi hữu cơ.

Nguyên nhân cơ bản của sự kết hợp các phân tử protein lại với nhau có thể là do các lực tĩnh điện, lực Vandewaals (giống như ở muối). Tương tác kỵ nước trong trường hợp này không có ý nghĩa lớn. Tại điểm đẳng điện thì sự kết tủa diễn ra tốt nhất, khi đó lượng dung môi hữu cơ sử dụng cho quá trình tủa là ít nhất, do đó, để hạn chế lượng dung môi cần sử dụng để kết tủa protein, pH của dung dịch protein phải được điều chỉnh sao cho đúng với giá trị điểm đẳng điện của protein mục tiêu.

Có thể xảy ra hiện tượng biến tính không thuận nghịch khi kết tủa protein bằng dung môi hữu cơ. Nguyên nhân là do, khi hằng số điện môi giảm phân tử protein có thể tự tháo gỡ và tạo thành dạng không hoạt động, trong khi đó các gốc kỵ nước lại tiếp xúc với dung môi. Hiện tượng này xảy ra khi tiến hành tủa ở nhiệt độ phòng, nếu thực hiện ở 4(100C sẽ hạn chế đến mức thấp nhất sự biến tính protein.

3.1.4. Kết tủa protein bằng polymer

Polyethylen glycol là một polymer cao phân tử được ứng dụng rộng rãi trong việc kết tủa protein. Nhiều tác giả cho rằng cơ chế lắng của chúng gần giống dung môi hữu cơ. Phương pháp này có ưu điểm là ta có thể thực hiện quá trình kết tủa protein ở nhiệt độ thường (nhiệt độ phòng thí nghiệm) và lượng polyethylen glycol sử dụng không nhiều (khoảng 5(15 %). Nếu sử dụng ở nồng độ cao sẽ làm độ nhớt của dung dịch rất cao và như thế sẽ làm khó khăn cho kỹ thuật làm sạch sau này. Polymer được sử dụng rất rộng rãi để kết tủa protein cả trong nghiên cứu và trong sản xuất protein theo quy mô công nghiệp. Các polymer được sử dụng nhiều để kết tủa protein là polyethylen amine và polyethylene glycol với những khối lượng phân tử khác nhau.

3.2. Một số phương pháp sắc ký sử dụng để tinh chế protein

3.2.1. Khái quát chung về sắc ký


Phương pháp sắc ký là phương pháp cơ bản quan trọng nhất để làm sạch protein, các phương pháp sắc ký được tóm tắt trong bảng 2.1

Bảng 2.1: Những phương pháp sắc ký

	STT
	Phương pháp
	Nguyên tắc
	Mục đích tách

	1
	Sắc ký hấp phụ (Adsorption)
	Liên kết bề mặt
	Ái lực bề mặt (Surface affinity)

	2
	Sắc ký phân bố (distribution)
	Phân bố cân bằng 

(distribution equilibrium)
	


	3
	Sắc ký trao đổi ion
	Liên kết ion
	Vật mang

	4
	Sắc ký lọc gel
	Khuếch tán qua lỗ lọc
	Kích thước phân tử

	5
	Sắc ký kỵ nước
	Hấp thụ đặc hiệu
	Cấu trúc phân tử

	6
	Sắc ký đồng hóa trị
	Liên kết đồng hóa trị
	Phân cực

	7
	Sắc ký tạo vòng kim loại
	Tạo phức
	Cấu tạo phân tử

	8
	Sắc ký ái lực (Affinity)
	Hấp thụ đặc hiệu
	Cấu trúc phân tử


3.2.2. Sắc ký trao đổi ion
Phương pháp sắc ký trao đổi ion dựa vào sự khác nhau về điện tích tổng số của các protein enzyme. Hay nói cách khác, phương pháp này được dựa trên cơ sở của phản ứng trao đổi ion giữa protein (được tan trong nước hoặc dung dịch đệm loãng) và các tác nhân trao đổi ion. Tác nhân (hay nguyên liệu) trao đổi ion có thể là chất nhựa có tích nhóm sinh ion hoặc là chất ionit. Đây là những chất giá trơ, không tan trong nước, có bản chất là cellulose hoặc chất gel dextran có lưới  phân nhánh  (Sephadex, Molselect) hoặc là chất nhựa polystirol. Chất giá thể này thường kết hợp với các nhóm  ion hóa. Các chất trao đổi ion có chất giá là cellulose, sephadex, molselect thông thường được dùng để tách protein enzyme, còn các chất trao đổi ion có chất giá là polystirol (ví dụ như  Dowex, Amberlite) chỉ dùng để tách các peptid có trọng lượng phân tử nhỏ hơn.

* Các chất trao đổi ion có chất giá cellulose

Cationit CM - cellulose (carboxylmetyl - cellulose) - là một dẫn xuất este của cellulose.  Cellulose - O - CH2 – COOH. Khi phân li cho ra COO-. Đây là chất trao đổi cation. Trên những cationit, thì các protein kiềm có thừa những nhóm amin và những nhóm kiềm khác được hấp phụ. Sự hấp phụ trên các cationit được tiến hành với những dung dịch loãng ở pH 1,5 - 6,5. 

(Các protein kiềm có chứa các amino acid diamino - mono carboxylic như lys, Arg, His) Anionit DEAE - cellulose (diethylamino - ethyl - cellulose) là dẫn xuất este của cellulose.)          

C2H5
Cellulose - O - CH2 - CH2 - N 

         




C2H5
Trong H2O nó được phân ly:

Cellulose - O - C2H4 - N - (C2H5)2 + H2O   

                                                      C2H5
     Cellulose - O - C2H4 - N+

 +    OH - 

               

                  C2H5




        H

Đây là chất trao đổi anion

Các anionit  được áp dụng để phân  tích các protein acid có  thừa những nhóm carboxyl tự do. Sự hấp phụ protein trên những ionit như vậy được tiến hành với những dung dịch đệm có lực ion thấp (0,005÷0,1M) ở pH 7,5÷8,5, (các protein acid có chứa các amino acid monoamin).

Trong hỗn hợp chất ionit với dung dịch đệm có độ pH tương ứng, các chất ionit đã nói ở trên trở nên tích điện,. Vì vậy trên bề mặt lớp chất giá sẽ hình thành một lớp  điện tích có dấu phụ thuộc vào kiểu nhóm chức hóa học của nó. Nếu thêm protein vào dung dịch đệm thì các phân tử protein mang điện tích sẽ bị các nhóm tích điện trái dấu của chất trao đổi ion kéo lại. Khi dùng một dung dịch đệm để phản hấp phụ có pH khác hoặc khi thêm một loại ion khác có lực ion lớn hơn thì phân  tử protein enzyme sẽ bị đẩy ra khỏi chất trao đổi ion. Khi tiến hành phản hấp phụ, thường người ta thêm vào các ion Na+ và Cl- trong NaCl có nồng độ tăng dần theo bậc thang hay theo gradient.

Các phân tử protein nào có điện tích tổng số nhỏ thì sẽ bị đẩy ra trước do lực liên kết với chất trao đổi ion yếu. Còn những protein nào có liên kết với ionit lớn hơn thì sẽ bị đẩy ra bằng một lực ion của muối lớn hơn. Như vậy, bằng cách này, chúng  ta có thể  tách được từng phần các loại enzyme. Việc tách từng phần có lựa chọn tốt nhất là khi tăng dần nồng độ các ion thay thế. Nhờ nồng độ ion của muối tăng dần (gradient) người ta có thể rút ra từ cột các loại protein enzyme khác nhau. Có thể thu nhận dịch chiết protein sau khi qua cột bằng máy thu phân đoạn tự động. Theo thứ tự từng phần dịch thu được, người ta tiến hành định lượng protein theo các phương pháp Lowry hay phương pháp đo quang phổ và xác định hoạt độ của enzyme. Ngoài việc dùng muối  NaCl cho các ion Na+ và Cl-, người ta có thể dùng các loại muối khác như KCl, Na3PO4.
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Hình 2.4: Sắc kí trao đổi ion

Nếu chất giá là sephadex thì chúng ta có chất trao đổi ion sephadex. Đó là các loại DEAE - sephadex và CM - sephadex. Ưu điểm của loại này là vừa tách được protein enzyme về kích thước và về điện tích tổng số của các protein enzyme.  Trường hợp CM - sephadex trên chất giá sephadex có gắn nhóm COO- 

- O - CH2 - COOH

phân ly

  

   COO- (mang điện tích âm)

Đây là chất trao đổi cation.

Bảng 2.2 các loại nhựa trao đổi ion

	STT
	Hãng và tên 
thương mại
	Loại chất
	Nhóm trao đổi

	
	
	
	Anion
	Cation

	1
	Cellex (Bio-Rad)
	Cellulose
	DEAE; TEAE ECTEOLA; QAE; 
	CM Phosphoryl

	2
	Bio-Gel (Bio-Rad)
	Agarose
	DEAE
	CM

	3
	Trisacryl (IBE-Servsa)
	Polymer tổng hợp
	DEAE
	CM

	4
	Fractogel (Merk)
	Polymer vinyl
	DEAE
	CM; SP

	5
	Sephadex (Pharmacia)
	Dextran
	QAE
	CM

	6
	Sepharose (Pharmacia)
	Agarose
	DEAE
	SP

	7
	Sephacel (Pharmacia)
	Cellulose
	DEAE
	CM


3.2.3. Sắc ký lọc gel (Sắc ký rây phân tử)
Cơ sở của phương pháp lọc gel là dựa vào sự khác nhau về kích thước hình dạng và phân tử lượng của enzyme có trong hỗn hợp để tách chúng ra.

Để đảm bảo cho việc tách protein được tốt, hạt gel hay còn gọi là chất rây phân tử phải là chất trơ, không phản ứng với protein. Chất này cũng không hòa tan và tương đối bền với các yếu tố về cơ học cũng như sinh học. Ngoài ra chất được sử dụng cho mục đích lọc phân tử phải là chất không có tính đàn hồi (không co) và phải là chất ưa nước (hydrophyl).

Gel sephadex là chất thoả mãn các yếu tố trên. Sephadex là chế phẩm dextran do các loài vi sinh vật khác nhau là Leuconostoc tạo ra khi chúng được nuôi cấy trên môi trường chứa saccharose. Trọng lượng phân tử của dextran có thể đạt tới hàng triệu và lớn hơn. Phân tử dextran bao gồm các chuỗi  do các  gốc glucose  tạo  thành các  liên kết  glycosid 1,6. Sephadex nhận  từ dextran bằng cách xử  lý hóa học  (do  tác dụng của epichlohidrin) để tạo ra các lưới phân nhánh có liên kết ngang gọi là "sàng phân tử" và chất này trở thành không tan trong nước. Số liên kết ngang tạo ra càng nhiều, kích thước của lỗ sàng phân tử càng nhỏ. 

Phương pháp lọc trên sephadex được tiến hành như sau: cho sephadex vào cột thủy tinh dài và cân bằng bằng dung dịch đệm có pH nhất định. Sau đó cho dung dịch protein lên cột. Khi lọc và chiết bằng dung môi thích hợp, các phân tử có trọng lượng phân tử nhỏ (ở đây là các muối) sẽ khuyếch tán chậm chạp qua các lỗ nhỏ của các hạt Sephadex (đã bị trương phồng), còn chất có trọng lượng phân tử lớn hơn (ở trường hợp này là protein) không có khả năng đi vào bên trong hạt mà lách nhanh qua khe hở giữa các hạt sephadex và sẽ rơi xuống trước (Hình 2.5 và hình 2.6). Vì vậy ta có thể tách được chất có trọng lượng phân tử cao hơn ra khỏi chất có phân tử lượng nhỏ. 
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Hình 2.5. Hoạt động của lọc phân tử sephadex

Hình 2.6. Tách các phân tử theo kích thước bằng sắc ký lọc gel
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Hình 2.6. Tách các phân tử theo kích thước bằng sắc ký lọc gel

Có 8 chế phẩm dạng thương mại của Sephadex từ G-10 có độ xốp nhỏ nhất đến G-200 có độ xốp lớn nhất. Lỗ xốp càng lớn, càng có nhiều nước liên kết trong hạt khi chúng nở. Chỉ số kèm theo ký hiệu của Sephadex cho biết số ml nước liên kết với 10gel khô. Sephadex, trong đa số trường hợp được chia làm hai loại: loại thông thường, có đường kính từ 40 ÷ 120 m và loại mịn đường kính từ 10(40 m. Loại mịn được gọi là ”superfine”. Riêng hai loại sephadex phổ biến nhất là G-25 và G-50, được chia làm 3 loại: ”fine” (20 ÷ 80 m), ”medium” (50 ÷ 150 m) và ”Coarse” (100 ÷ 300 m). Tuy nhiên trong thực tế các hạt có độ biến thiên đường kính khá lớn, có thể đến ± 50%. Đặc tính của sephadex được giới thiệu trong bảng 2.3. trong bảng nêu các giá trị thể tính riêng của hạt sephadex đã nở phồng được nhồi vào cột. Các số liệu này rất hữu ích cho việc chuẩn bị vật liệu để nhồi cột.

Bảng 2.3. Đặc tính của Sephadex

	Loại Sephadex
	Vùng phân đoạn cho protein hình cầu (1000 dalton)
	Thể tích riêng của hạt nhồi trên 1g sephadex khô

	G-10
	<0,7
	2 – 3

	G-15
	<1,5
	2,3 – 3,5

	G-25
	1 – 5
	4 – 6

	G-50
	1,5 – 30
	9 – 11

	G-75
	3 – 80
	12 – 15

	G-75
	3 – 70
	15 – 20

	Superfine
	
	

	G-100
	4 – 150
	15 – 20

	G-100
	4 – 100
	15 – 20

	Superfine
	
	

	G-150
	5 – 300
	20 – 30

	G-150
	5 – 150
	18 – 22

	Superfine 
	
	

	G-200
	5 – 600
	30 – 40

	G-200
	5 – 250
	20 – 25


Ngoải sephadex là nhóm chất rây phân tử (gel) có nguồn gốc polysaccharid (dextran) do Hãng pharmacia (Thụy Điển) sản xuất, hiện nay người ta còn sử dụng Molselect (Do hãng Reanal - Hungary sản xuất) nhiều trong nghiên cứu. Chất này có thể dùng để làm cô đặc các chất có trọng lượng phân tử lớn như protein, peptid, loại muối khỏi protein (dùng nhanh hơn so với thẩm tích), lọc gel tách theo trọng lượng phân tử (như protein huyết thanh) hoặc tách các sản phẩm protein được  hình  thành dưới tác dụng của enzyme phân cắt (như γ  - G - globulin bị cắt bởi papain).

Bảng 2.4. Đặc tính của các loại Molselect

	Loại Molselect
	Trọng lượng phân tử của chất cần được tách (Dalton)

	G-10
	<700

	G-15
	<1500

	G-25
	100 – 5000

	G-50
	500 – 10000

	G-75
	1000 – 50.000

	G-100
	1000 – 100.000

	G-200
	100 – 200.000


Các Molselect cũng có ký hiệu từ G10 đến G200 phục vụ trong việc lọc phân tử cho phép các chất có trọng lượng phân tử khác nhau lọt vào ở các ngưỡng khác nhau được trình bày trong bảng 2.4
Ngoài nhóm chất rây phân tử là chế phẩm dextran còn có nhóm chất rây phân tử là chế phẩm gel acrylamide bao gồm Biogel (BioRad) và Acrilex  (Reanal).  Acrilex gel   là  loại  copolime,  sản phẩm của Hungary được  tạo ra  từ acrylamide và N,  N'  - methylen – bis - acrylamide.  Các acrilex gel có ký hiệu từ P - 2 đến P -300 dùng để tách các chất có trọng lượng phân tử trong ngưỡng từ 100 đến 300.000. Có thể sử dụng ở vùng pH từ 2(11. Chất thứ ba là agarose loại sulphate. Hay phổ biến là loại sepharose (pharmacia). Người ta thường dùng chất này để tách các phân tử có trọng lượng lớn hơn 106.

Tóm lại bằng phương pháp lọc phân tử người ta có thể tách các chất có trọng   lượng phân tử khác nhau có trong hỗn hợp (như polymer, polysaccharid, nucleic acid , protein) ra. Người ta có thể dùng kỹ thuật này để loại muối thay cho quá trình thẩm tích. Và hơn thế nữa, trong quá trình tinh chế protein enzyme, chúng còn được sử dụng để cô đặc dung dịch protein enzyme.Việc sắc ký, lọc phân tử protein hoặc chiết xuất protein thường thu được dung dịch loãng, nếu không cô đặc dung dịch để cho phù hợp đối với các nghiên cứu tiếp theo thì không dùng được. Molselect G - 25 rất thích hợp cho việc cô đặc các dung dịch loãng của các chất có trọng lượng phân  tử  lớn như protein,  peptid.  Bằng cách  trộn với  dung dịch protein loãng,  Moltelect sẽ nhận nước và chất có trọng lượng phân tử nhỏ, như vậy dung dịch protein được cô đặc mà không có sự thay đổi về pH và lực ion của nó.

3.2.4. Phương pháp dùng chất hấp phụ

Nhiều protein và protein gắn một cách chọn lọc vào các chất hấp phụ nhất   định như silicagel, bentonite, γ - aluminium hydroxid, hydroxyapatite và nhờ vậy, chúng có thể được làm sạch với hiệu suất cao. 

Phương pháp hấp phụ chọn lọc - hấp phụ trong thể tích (thêm chất hấp phụ trực tiếp vào dịch protein) hoặc trên cột (sắc ký hấp phụ) được dùng phổ biến trong việc tách và làm sạch protein. Chất hấp phụ chủ yếu thường được dùng là hydroxyapatite cho hiệu quả phân tách đặc biệt cao. Hấp phụ chọn lọc protein có thể thực hiện bằng một trong hai cách : chất hấp phụ hoặc hấp phụ protein tạp hoặc hấp phụ enzyme.  Quá trình hấp phụ thường được tiến hành ở 00C. Bằng cách thay đổi độ pH hoặc lực ion của dung môi thích hợp, các enzyme được hấp phụ có thể được chiết khỏi chất hấp phụ.

3.2.5 Phương pháp sắc kí ái lực (affinity chromatography)

Cơ sở của phương pháp này là người ta gắn những phân tử (chất) vào chất mang (chất giá) rắn bằng liên kết cộng hóa trị mà protein enzyme cần tách sẽ tương tác đặc hiệu với nó. Những chất đó có thể là cơ chất (Substrate) hoặc chất ức chế (inhibitor)  cạnh  tranh. Hay nói cách khác dùng chất chỉ có khả năng liên kết đặc hiệu với một enzyme hoặc protein mà người ta nghiên cứu.

Chất mang thể rắn có thể là bất kỳ một loại nào phục vụ cho lọc gel như sephadex, nhưng người ta hay sử dụng nhất là gel sepharose.

Ở trên cột chứa cơ chất cố định ở pH và lực ion phù hợp, chỉ có enzyme nào có khả năng chuyển hóa cơ chất  mới  gắn vào, các protein khác thì chảy xuống cột. Bằng cách thay đổi pH và lực ion phù hợp hoặc có thể bằng cách thêm cơ chất đã được hòa tan vào thì có thể tách được enzyme khỏi cột ở trạng thái sạch.

Sắc ký ái lực là phương pháp được ứng dụng theo quy mô công nghiệp, bắt đầu ứng dụng vào năm 1960. Thời gian đầu người ta thường sử dụng Gelshephadex-G25 và phương pháp tách bằng trao đổi ion với DEAE-sephadex A.50. 
Trong những năm gần đây, nhờ tiến bộ của việc chế tạo máy móc và thiết bị, nhiều công ty đã áp dụng nhiều phương pháp khác nhau trong quá trình sản xuất vời quy mô công nghiệp. Các cột sắc ký có thể được chế tạo bằng thủy tinh, bằng plastic hoặc bằng thép không rỉ. Trong thời gian gần đây, người ta thường chế tạo các cột sắc ký bằng thép không rỉ vì có thể sử dụng được lâu, không bị vỡ như bằng thủy tinh và không bị lão hóa như bằng plastic.

Một dạng rất phổ biến của sắc ký ái lực là sắc ký ái lực miễn dịch. Trong phương pháp này, người ta gắn kháng thể đặc hiệu với protein đích lên vật liệu làm cột sắc ký. Trong trường hợp lý tưởng, loại kháng thể này chỉ liên kết đúng với loại protein cần quan tâm còn cho phép tất cả các loại protein khác chảy trôi qua cột. Loại protein liên kết sau đó sẽ được thu hồi (hồi lưu) bằng cách sử dụng dung dịch muối hoặc đôi khi là các dung dịch chất tẩy nhẹ chảy qua cột. Khó khăn cơ bản gặp phải đối với phương pháp này là đôi khi liên kết giữa kháng thể và protein khá bền vững đến mức phải gây biến tính protein mới thu hồi được sản phẩm. Trong khi khác với ADN, protein sau khi biến tính thường không có khả năng hồi tính, vì vậy protein thu được theo cách này nhiều khi ở dạng không hoạt động chức năng và mất đi giá trị sử dụng trong nghiên cứu. 
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Hình 2.7. Sắc kí ái lực miễn dịch

Để tăng hiệu quả tinh sạch, các protein cũng có thể được cải biến. Những cải biến này có thể là sự bổ sung các trình tự acid amin ngắn hoặc là vào đầu C hoặc vào đầu N của phân tử protein cần phân tích. Những bổ sung này, hay còn gọi là Ptrình tự đánh dấu có thể tạo ra được bằng công nghệ ADN tái tổ hợp. Các trình tự peptid đánh dấu giúp thay đổi thuộc tính của một phân tử protein mong muốn và giúp tinh chế protein này dễ dàng hơn. Ví dụ như, đối với một số protein người ta tiến hành bổ sung một chuỗi gồm 6 histidin giúp những protein này liên kết với Ni2+ gắn trên cột chặt hơn và dễ phân tách hơn, trong khi thuộc tính này thường không có ở phần lớn các loại protein khác. Ngoài ra việc sử dụng các epitop đặc hiệu (thường là một trình tự peptid có 5 ÷ 7 acid amin đặc hiệu xác định kháng nguyên) cũng có thể được gắn vào phân tử protein cần tinh chế. Các cải biến này cho phép tinh sạch các loại protein trên cơ sở nguyên tắc sắc ký ái lực miễn dịch và sử dụng dị kháng nguyên mang các epitop được bổ sung. Điều đặc biệt là, các kháng thể và epitop này có thể thay đổi tính liên kết kháng thể tùy thuộc vào điều kiện khác nhau của môi trường (chẳng hạn, ái lực tăng khi không có Ca2+, và ái lực giảm khi có Ca2+). Điều này cũng giúp làm giảm ảnh hưởng của các yếu tố gây biến tính khác.

Nguyên tắc sắc ký ái lực miễn dịch cũng có thể được dùng để làm kết tủa nhanh một loại protein đặc hiệu nào đó (và mọi loại protein liên kết chặt với nó) từ một dịch chiết thô. Trong trường hợp này, phản ứng kết tủa thu được do kháng thể được gắn vào cùng loại hạt được sử dụng trong sắc ký cột. Do các hạt này có kích thước lớn, nên chúng lắng rất nhanh xuống đáy ống nghiệm mang theo các kháng thể và protein liên kết với chúng. Kỹthuật này được gọi là kỹ thuật kết tủa miễn dịch, cũng là một kỹ thuật ngày càng sử dụng phổ biến để tinh sạch nhanh protein hoặc phức hệ protein từ các dịch chiết thô. Mặc dù nếu chỉ sử dụng phương pháp này riêng rẽ, hiếm khi thu được sản phẩm protein được tinh sạch hoàn toàn, song phương pháp này thường rất hiệu quả để xác định các loại phân tử protein và các hợp chất khác (ví dụ như ADN) có tương tác với một loại protein đích nào đó.

3.3. Kết tinh protein enzyme
Đây  là phương pháp đặc hiệu  tốt  nhất  để  tách  từng phần protein enzyme ở giai đoạn tinh chế cuối cùng. 

Khi protein enzyme đã được làm tinh khiết hoàn toàn, trong những trường hợp riêng biệt, người ta có thể tiến hành kết tinh chúng. Một điều cần chú ý là protein enzyme ở trạng thái tinh thể không thể được coi là bằng chứng về sự tinh khiết. Các tinh thể protein enzyme kết tinh lần đầu đôi khi có độ sạch không vượt quá 50% và có thể chứa các protein enzyme khác. Người ta thường tiến hành kết tinh protein enzyme trong dung dịch (NH4)2SO4. Quá trình kết tinh có thể tiến hành từ từ kéo dài vài ngày thậm chí hàng tuần nếu muốn nhận được các tinh thể tốt. Thông thường là thêm muối (NH4)2SO4 vào dung dịch protein enzyme khá đậm đặc cho đến khi làm vẫn đục nhẹ nhàng dung dịch. Sau đó đặt dung dịch vào một nơi, đồng thời tăng rất từ từ nồng độ muối trong dung dịch. Có thể tiến hành tăng nồng độ muối theo nhiều cách, thêm dung dịch muối  đậm đặc hơn vào dung dịch protein enzyme theo từng giọt, thêm muối qua màng bán thấm hoặc có thể cho bay hơi chậm chạp dung dịch protein enzyme. Trong quá trình kết tinh có thể thay đổi chỉ số pH hoặc nhiệt độ. Để kết tinh protein enzyme được dễ dàng, ở những giai đoạn trước đó, người ta thường tách từng phần các protein enzyme bằng các dung môi hữu cơ. Điều này có lẽ liên quan đến việc các chất  có bản chất lipid bị loại ra khỏi dung dịch protein enzyme tạo điều kiện tốt cho quá trình kết tinh.

3.4. Ý nghĩa của kỹ thuật tinh sạch trong công nghệ enzyme
Công nghệ enzyme được bắt đầu từ giai đoạn sản xuất chế phẩm thô và kết thúc ở giai đoạn tạo thành chế phẩm tinh khiết.

Khối lượng chế phẩm enzyme sẽ được giảm dần qua từng bước tinh sạch, như vậy quá trình tinh sạch là quá trình loại bỏ các tạp chất và các thành phần không mong muốn, chỉ thu nhận sản phẩm cuối là protein có hoạt tính sinh học. Việc loại bỏ các thành phần tạp chất khác nhau không thể thực hiện trong cùng giai đoạn mà phải thực hiện qua nhiều giai đoạn khác nhau, ở mỗi giai đoạn ta sẽ loại bỏ một thành phần không phải protein mong muốn ra khỏi hỗn hợp. Khi các thành phần không phải protein mong muốn được loại bỏ dần ra, khối lượng chế phẩm protein – enzyme sẽ giảm dần theo.


Như vậy, nếu enzyme được tinh sạch theo các bước kỹ thuật khác nhau sẽ thu được những giá trị quan trọng sau :

- Giảm được khối lượng, trị số này có ý nghĩa trong việc đóng bao bì, vận chuyển, sử dụng và bảo quản.
- Tăng được hoạt tính enzyme
- Tăng giá trị kinh tế thông qua giá thành sản phẩm.

---------------------------------------------------------------------------------------

TÓM TẮT CHƯƠNG 2

Enzyme hay hợp chất protein nói chung là các hợp chất được tổng hợp từ tế bào sinh vật, với các enzyme hay protein nội bào, muốn thu nhận được chúng ta cần phải phá vỡ tế bào để giải phóng chúng ra môi trường ngoài tế bào. Khi sử dụng các phương pháp để phá vỡ tế bào, cần lưu ý để tránh khả năng làm biến tính protein, đặc biệt là khi thu nhận enzyme. Có nhiều phương pháp để phá vỡ tế bào, được chia thành hai nhóm chính như sau: 

- Phá vỡ tế bào bằng phương pháp cơ học : đây là phương pháp dựa vào các tác động cơ học để phá vỡ tế bào. Có 3 phương pháp chính thuộc nhóm này  có là : dùng sóng diêu âm, phương pháp nghiền hoặc khuấy, và phương pháp đồng hóa áp lực cao.

- Phá vỡ tế bào bằng phương pháp không cơ học : sử dụng các chất hóa học, enzyme hoặc thay đổi đột ngột trạng thái vật lý của tế bào (shock thẩm thấu) để phá vỡ tế bào.

Sau khi phá vỡ tế bào, enzyme hay protein cần thu nhận được tách ra khỏi các thành phần khác trong dung dịch, người ta có thể thu nhận chế phẩm protein – enzyme thô bằng biện pháp ly tâm hoặc lọc.

Chế phẩm protein – enzyme thô thu được không những chứa protein – enzyme cần thu nhận mà còn chứa nhiều loại protein khác, các thành phần phi protein và nước. Để thu được protein – enzyme mục tiêu tinh khiết, ta cần phải thực hiện các phương pháp tinh sạch chúng. Có hai phương pháp chính để tinh sạch protein – enzyme :

- Phương pháp kết tủa phân đoạn : tách lần lượt từng thành phần protein riêng rẽ ra khỏi hỗn hợp, dựa vào khả năng kết tủa của protein là khác nhau khi cho nồng độ muối trung tính hoặc nồng độ dung môi khác nhau vào dung dịch chứa hỗn hợp protein.

- Phương pháp sắc kí : sắc kí lọc gel là dựa vào kích thước và trọng lượng khác nhau giữa các loại protein, sắc kí hấp phụ là cho protein hấp phục lên một chất mang đặc biệt, sắc ký ái lực là dựa vào khả năng tạo liên kết cộng hóa trị giữa protein và chất mang. Hiện nay phương pháp sắc ký ái lực phổ biến nhất đo là phương pháp sắc ký ái lực miễn dịch.

Protein sau khi được tinh sạch sẽ được kết tinh để cho việc bảo quản và sử dụng chúng được thuận lợi hơn.

CÂU HỎI ÔN TẬP
1- Khi phá vỡ tế bào cần phải lưu ý điều gì?

2- Đối với vi sinh vật tại sao phá vỡ tế bào bằng cơ học lại khó khăn hơn so với tế bào động vật và thực vật?

3- Hãy trình bày nội dung các phương pháp phá vỡ tế bào bằng cơ học.

4- Hãy cho biết các ưu nhược điểm của phương pháp phá vỡ tế bào không cơ học.

5- Trình bày nội dung phương pháp hóa học và phương pháp sinh học để phá vỡ màng tế bào.

6- Người ta thường sử dụng các hợp chất nào để kết tủa protein? Trình bày các phương pháp kết tủa protein.

7- Trình bày phương pháp sắc ký trao đổi ion.

8- Trình bày phương pháp sắc ký lọc gel.

9- Trình bày phương pháp sắc ký hấp phụ.

10- Trình bày phương pháp sắc ký ái lực.

11- Vì sao phải kết tinh protein sau khi đã tinh sạch?

12- Ý nghĩa của việc tinh sạch protein.

Chương 3. CÁC PHƯƠNG PHÁP PHÂN TÍCH PROTEIN – ENZYME
Protein sau khi đã được tinh sạch sẽ ít bị lẫn các tạp chất cũng như những protein khác loại, tuy nhiên độ tinh sạch của chúng vẫn còn tùy thuộc vào nhiều yếu tố như: điều kiện phòng thí nghiệm, thao tác người thực hiện … Do đó cần phải thực hiện một số phương pháp nhằm đánh giá khả năng tinh sạch của protein, phương pháp được sử dụng rộng rãi nhất hiện nay là phương pháp điện di.

Ngoài ra để kiểm tra chắc chắn rằng protein thu được là protein mục tiêu, người thực hiện phương pháp lai thẩm tích. 
Với các enzyme thì yếu tố quan trọng nhất để đánh giá chất lượng chế phẩm thu được đó là khả năng xúc tác của enzyme hay còn gọi là hoạt độ enzyme. 
1. KIỂM TRA ĐỘ TINH SẠCH CỦA PROTEIN BẰNG PHƯƠNG PHÁP 
ĐIỆN DI

1.1. Điện di SDS-PAGE

1.1.1. Phương thức

Điện di trên polyacrylamide gel với sự có mặt của SDS (sodium dodecyl sulfate) là kỹ thuật dùng trong hóa sinh, di truyền và sinh học phân tử để phân tách các protein theo tính linh động điện di của chúng (phụ thuộc vào chiều dài của chuỗi polypeptide hoặc khối lượng phân tử, cấu hình (xoắn) của protein, các biến đổi hậu dịch mã và các nhân tố khác).

Điện SDS cho phép phân ly các phân tử protein có khối lượng khác nhau. SDS có điện tích âm rất lớn và có khả năng liên kết với mạch peptide để biến tính các cấu trúc bậc hai và bậc ba (không liên kết bằng cầu disulfide) của protein bằng cách bọc xung quanh khung polypeptide. Như vậy, số lượng SDS tương tác với protein tỷ lệ với khối lượng/kích thước phân tử protein và điện tích của SDS bám vào có thể làm bất cứ phân tử protein nào cũng chuyển động trong điện trường từ cực âm (-) sang cực dương (+). Do đó, bằng phương pháp điện di, có thể phân tách riêng biệt các phân tử protein có khối lượng phân tử khác nhau.

Không có SDS, các protein khác nhau có khối lượng phân tử tương tự sẽ dịch chuyển khác nhau do sự khác nhau về cuộn xoắn, bởi vì những khác nhau trong các kiểu cuộn xoắn sẽ làm cho một vài phân tử protein thích hợp tốt hơn với khuôn gel so với những phân tử protein khác. Bổ sung SDS giúp giải quyết vấn đề này, vì nó làm cho các phân tử protein trở thành mạch thẳng sao cho chúng có thể phân tách hoàn toàn theo khối lượng phân tử (cấu trúc sơ cấp, hoặc số lượng (và kích thước) của các amino acid). SDS liên kết với protein theo tỷ lệ khoảng 1,4 g SDS trên 1,0 g protein (mặc dù tỷ lệ liên kết có thể thay đổi từ 1,1÷2,2 g/SDS/g protein) tạo ra một tỷ lệ khối lượng/điện tích thống nhất cho mọi phân tử protein để sự dịch chuyển qua gel chỉ liên quan đến kích thước của protein. Một loại thuốc nhuộm vết có thể được bổ sung vào dung dịch protein cho phép theo dõi tiến độ của dịch chuyển protein qua gel trong suốt quá trình điện di.
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Hinh 2.9. Pién di protein bing k¥ thuit SDS-PAGE va nhugm bing Coomassie blue. WM: Chuan khéi lugng
phin tir cta protein. Cac duong 1, 2,3, 4, 5, 6, 7 va 8: Miu protein.
2.1.2. Khir SDS-PAGE

Bén canh viéc bd sung SDS, protein ¢ thé dugc dun nong nhanh gin dén s6i v6i sy c6 mit ctia mot
téc nhan khu, vi du nhu dithiothreitol (DTT) hodic 2-mercaptoethanol (BME), dé bién tinh thém protein
béng cach khtr cac lién két disulfide, vi thé khéc phuc duge mét vai dang cudén x0én bac ba cua protein,
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Hình 3.1: Điện di protein bằng kỹ thuật SDS-PAGE và nhuộm bằng Coomassie blue. 
WM: Chuẩn khối lượng phân tử của protein. 
Các đường 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 và 8: Mẫu protein.

1.1.2. Khử SDS-PAGE

Bên cạnh việc bổ sung SDS, protein có thể được đun nóng nhanh gần đến sôi với sự có mặt của một tác nhân khử, ví dụ như dithiothreitol (DTT) hoặc 
2-mercaptoethanol (BME), để biến tính thêm protein bằng cách khử các liên kết disulfide, vì thế khắc phục được một vài dạng cuộn xoắn bậc ba của protein, và bẻ gãy cấu trúc bậc bốn của protein (các tiểu đơn vị oligomer). Phương thức này được xem như là khử SDS-PAGE, và được sử dụng phổ biến nhất. Trường hợp không khử SDS-PAGE (không đun sôi và không có tác nhân khử) có thể được dùng khi cấu trúc nguyên thể là quan trọng trong phân tích về sau (chẳng hạn như hoạt tính enzyme, được trình bày bằng việc sử dụng zymogram). Điện di polyacrylamide gel liên tục nguyên thể pha chế định lượng (quantitative preparative native continuous polyacrylamide gel electrophoresis, QPNC-PAGE) là một phương pháp mới để phân tách các metalloprotein nguyên thể trong các khuôn sinh học phức tạp.

1.1.3. Điện di và nhuộm

Các protein biến tính sau đó được nạp vào một đầu của khuôn gel polyacrylamide đặt trong đệm thích hợp. Dòng điện được sử dụng từ đầu này đến đầu kia của gel, sẽ làm cho các protein tích điện âm dịch chuyển qua gel. Tùy thuộc vào kích thước của chúng, mỗi protein sẽ dịch chuyển với các tốc độ khác nhau qua khuôn gel: protein ngắn dễ dàng đi qua các lỗ của gel, trong khi protein lớn hơn sẽ gặp khó khăn hơn. Sau một vài giờ (tùy thuộc điện áp sử dụng trên gel, nếu điện áp cao protein chạy nhanh hơn nhưng sẽ cho độ phân giải kém hơn), các protein sẽ có sự dịch chuyển khác nhau dựa trên kích thước của chúng, các protein nhỏ hơn sẽ đi nhanh hơn xuống phía dưới của gel, trong khi các phân tử lớn vẫn còn ở vị trí gần với điểm xuất phát. Vì thế, protein có thể được phân tách theo kích thước (và vì thế, theo khối lượng phân tử). Sau điện di, gel được nhuộm (phổ biến nhất là Coomassie Brilliant Blue hoặc thuốc nhuộm bạc), cho phép quan sát các protein được phân tách, hoặc những tiến trình xa hơn (ví dụ: Western blot). Sau khi nhuộm, các protein khác nhau sẽ xuất hiện ở các băng phân biệt trong gel. Quá trình điện di thường được chạy kèm với protein marker của các khối lượng phân tử đã biết ở một đường riêng biệt trong gel, để canh chỉnh gel và xác định khối lượng của protein chưa biết bằng cách so sánh với khoảng cách dịch chuyển liên quan với marker.

Điện di polyacrylamide gel thường là chọn lựa đầu tiên khi thử nghiệm sự tinh sạch protein do tính đáng tin cậy và dễ dàng của nó. Sự có mặt của SDS và bước gây biến tính làm cho các protein được phân tách đơn độc dựa trên kích thước. Các tác nhân bẩn cũng có thể cùng dịch chuyển và xuất hiện một băng không mong muốn tương tự protein. Sự đồng dịch chuyển này cũng có thể làm cho một protein sẽ chạy ở một vị trí khác hoặc không thể xâm nhập vào gel. Đây là điều quan trọng để nhuộm gel hoàn toàn bao gồm phần stacking. Coomassie blue có ái lực liên kết yếu với glycoprotein và các protein dạng sợi, đã làm cản trở chất lượng điện di.

1.1.4. Hệ thống đệm

Hầu hết điện di phân tách protein được thực hiện với một hệ thống đệm không liên tục tăng cường một cách ý nghĩa hình dạng của băng trong gel. Trong suốt quá trình điện di ở hệ thống gel không liên tục, một gradient ion được tạo thành trong giai đoạn sớm của điện di làm cho tất cả protein tập trung trong một băng dạng đơn. 

Nhiều người sử dụng liên tục đệm Tris-glycine hoặc Laemmli tập trung và phân giải ở pH 8,3÷9,0. Các pH này khởi động sự tạo thành cầu nối disulfide giữa các gốc cysteine trong protein, đặc biệt khi chúng hiện diện ở nồng độ cao do pKa của cysteine nằm trong phạm vi từ 8÷9 và bởi vì tác nhân khử hiện diện trong đệm nạp (loading buffer) không đồng dịch chuyển với các protein. Những tiến bộ gần đây trong công nghệ đệm đã làm nhẹ bớt vấn đề này bằng cách hòa tan protein ở pH tốt dưới pKa của cysteine (ví dụ: bis-Tris, pH 6,5) và bao gồm các tác nhân khử (ví dụ: sodium bisulfite) là yếu tố di chuyển vào gel phía trước các protein để duy trì một môi trường khử. Một lợi ích nữa của đệm được sử dụng với các pH thấp là acrylamide gel ổn định hơn vì thế gel có thể được bảo quản trong một thời gian dài trước khi sử dụng.

1.2. Điện di 2D-PAGE

Ngoài điện di SDS, có thể điện di các protein tùy theo điểm đẳng điện (isoelectric point, IEP) của chúng. Phương pháp này được gọi là điện di tập trung đẳng điện (isoelectric focusing, IEF). Trong dung dịch đệm có pH biến thiên liên tục (gradient pH), các protein sẽ phân ly đến vị trí tương thích với điểm đẳng điện của mình. 

Một hỗn hợp protein phức tạp được nạp vào ở giữa của mặt trái, ở đó pH là trung tính và một điện áp được sử dụng trên khuôn gel. Các protein sau đó dịch chuyển thông qua gel cho đến khi chúng hướng tới điểm đẳng điện của mình, là điểm mà ở đó điện tích của chúng tương tự như pH ở vùng chung quanh. Gel sau đó được ngâm trong dung dịch biến tính (để làm cho các protein không cuộn xoắn) chứa chất tẩy là SDS. Phân tử này tích điện âm rất mạnh và liên kết với tất cả protein, làm cho tất cả chúng đều mang điện âm. Một điện áp sau đó được sử dụng trên khuôn gel từ đầu này đến đầu kia để tất cả protein sẽ chuyển động hướng tới anode, nhưng những protein nhỏ hơn sẽ chuyển động qua gel nhanh hơn, vì thế các protein được phân tách theo kích thước của chúng.
Kỹ thuật điện di 2 chiều (2D-PAGE, 2 dimension polyacryamide gel electrophoesis) được dùng để phân tách hỗn hợp protein, và đặc biệt hữu ích cho việc so sánh các mẫu liên quan như mẫu mô bình thường và mẫu mô đột biến. Comparative 2D-PAGE cũng có thể được dùng để tìm kiếm các protein mà sự biểu hiện của chúng rất tương đồng dưới cùng một tập hợp các điều kiện (những yếu tố này có các chức năng liên quan) và nhận dạng các protein được sản xuất trong phản ứng với liệu pháp thuốc.
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Hình 3.2: Điện di protein hai chiều

Có khoảng 10.000 protein khác nhau trong tế bào, tập trung trong hơn sáu loại quan trọng. Kỹ thuật 2D-PAGE không đủ nhạy để phát hiện các protein hiếm và nhiều protein sẽ không được phân giải. Vì thế, cần phải phân cắt mẫu trong các phần khác nhau để làm giảm sự phức tạp của hỗn hợp protein trước khi thực hiện 2D-PAGE.

Hai phương pháp điện di theo khối lượng phân tử và điểm đẳng điện có thể kết hợp với nhau tạo nên kỹ thuật điện di 2 chiều. Điện di protein trên polyacrylamide gel cho phép phân đoạn, xác định khối lượng phân tử và phân lập protein. Ngoài ra, khối lượng protein còn được xác định chính xác bằng phương pháp sắc ký khối phổ.

2. ĐỊNH TÍNH PROTEIN DỰA TRÊN PHƯƠNG PHÁP LAI THẨM TÍCH (WESTERN BLOT)

Mặc dù có bản chất khác ADN và ARN, việc xác định sự có mặt của một loại protein trong số các protein có trong mẫu sinh học theo nguyên tắc gần giống với các phương pháp thẩm tách (còn gọi là lai) Southern và Northern (tương ứng với trường hợp của ADN và ARN). Tuy vậy, đối với protein, phương định tính này dựa trên dựa trên nguyên tắc miễn dịch đặc thù của protein nên còn được gọi là phương pháp thẩm tách miễn dịch (immunoblotting) hay phương pháp thẩm tách (lai) Western. Trong phương pháp lai thẩm tách miễn dịch, các phân tử protein sau khi được phân tách trên điện di được chuyển và gắn lên màng. Màng này sau đó được ủ trong một dung dịch chứa kháng thể đặc hiệu với loại protein tinh sạch được quan tâm nghiên cứu. Kháng thể sẽ tìm thấy loại protein tương ứng ở trên màng lọc và gắn vào. Cuối cùng, bằng việc sử dụng phản ứng enzyme hiện màu, người ta có thể quan sát được vị trí kháng thể liên kết trên màng. Như vậy, tất cả các phương pháp lai Southern, Northern và Western đều có điểm chung là sử dụng các hợp chất chọn lọc để quan sát sự có mặt của một hoặc một số loại phân tử đặc thù trong các hỗn hợp phức tạp.

· Phương pháp lai thẩm tích (Western blot) bao gồm các bước cơ bản sau:

- Protein được phân tách bằng điện di trên gel SDS-PAGE.
- Các protein được chuyển sang màng lai nitrocellulose, giữ nguyên vị trí như đã phân tách trên gel.
- Ủ màng lai đã cố định protein với một kháng thể sơ cấp (primary antibody). Kháng thể sơ cấp là một kháng thể đặc hiệu, sẽ bám vào protein và tạo thành một phức hợp protein-kháng thể đối với protein quan tâm.

- Tiếp theo ủ màng lai với một kháng thể thứ cấp (secondary antibody) có enzyme (alkalin phosphatase hoặc horseradish peroxidase) đi kèm. Kháng thể thứ cấp sẽ bám vào kháng thể sơ cấp giống như kháng thể sơ cấp đã bám vào protein.
- Tiếp tục ủ màng lai trong một hỗn hợp phản ứng đặc hiệu với enzyme. Nếu mọi việc đều diễn ra một cách chính xác sẽ phát hiện thấy các băng ở bất kỳ nơi nào có mặt phức hợp protein-kháng thể sơ cấp-kháng thể thứ cấp-enzyme hay nói cách khác là ở bất kỳ nơi nào có mặt protein quan tâm.

- Ðặt một phim nhạy cảm với tia X lên màng lai để phát hiện các điểm sáng phát ra do enzyme.



Hình 3.3: Các bước thực hiện phương pháp lai thẩm tích

3. GIẢI TRÌNH TỰ TRỰC TIẾP PROTEIN

Mặc dù có cấu tạo phức tạp hơn so với ADN và ARN, các phân tử protein cũng có thể giải trình tự trực tiếp, tức là việc xác định thành phần và thứ tự của các acid amin trên chuỗi polypeptid. Có hai phương pháp được sử dụng phổ biến hơn cả là: 

1- Phương pháp biến tính dman 
2- Phương pháp khối phổ kế tiếp. 
Khả năng xác định được trình tự protein có ý nghĩa quan trong trong trong nhiều nghiên cứu về hệ protein học (proteomics) và hệ gen học (genomics). Bởi vì với việc xác định được dù chỉ là một trình tự ngắn của các acid amin của một phân tử protein nào đó, chúng ta có thể xác định được gen mã hóa cho protein đó trên cơ sở đối chiếu với khung đọc mở có trong hệ gen của nhiều loài vốn đã được giải mã hoàn toàn hoặc gần như hoàn toàn nhưng nhưng chưa biết đầy đủ về chức năng của nhiều gen.

3.1. Phương pháp biến tính dman

Phương pháp biến tính dman là một phản ứng hóa học trong đó các tiểu phần acid amin được giải phóng lần lượt từ đầu N của chuỗi polypeptid. Điểm mấu chốt của phương pháp này là acid amin ở tận cùng đầu N của một chuỗi polypeptid có thể được cải biến khi xử lý với phenylisothyocyanate (PTC) dẫn đến sự thay đổi ở gốc a-amino. Acid amin được cải biến này sau đó được cắt rời khỏi chuỗi polypeptid khi xử lý với acid trong điều kiện không làm phá hủy phần còn lại của chuỗi polypeptid. Việc xác định trình tự các acid amin được tiến hành dựa trên thứ tự hồi lưu của từng acid amin được cắt khỏi chuỗi bằng kỹ thuật sắc ký lỏng hiệu năng cao HPLC (high performance liquid chromatography), nhờ đặc điểm từng loại acid amin có thời gian hồi lưu đặc trưng. Mỗi một vòng gây biến đổi acid amin và cắt khỏi chuỗi polypeptid như vậy tạo ra một chuỗi polypeptid và một nhóm a-amino. Với việc lặp đi, lặp lại phản ứng cắt acid amin này sẽ cho phép xác định được trình tự ở đầu N của một chuỗi polypeptid. 

Trong thực tế, chu kỳ gây biến tính như vậy được lặp đi lặp lại từ 8 – 15 lần để xác định protein. Số chu kỳ như vậy thông thường là đủ để xác định được một loại protein đặc thù nào đó.

3.2. Phương pháp giải mã trình tự tự động dựa trên nguyên lý biến tính dman : 

Đây là một phương pháp hiệu quả và cũng đã được sử dụng rộng rãi. Tuy vậy kỹ thuật này gặp trở ngại khi đầu N tận cùng của phân tử protein bị cải biến về mặt hóa học (ví dụ như bởi các nhóm acetyl hoặc formyl), mà hiện tượng này thì vốn có thể xảy ra tự nhiên trong điều kiện invivo, hoặc trong quá trình tách chiết và tinh sạch protein. Để khắc phục hiện tượng này, người ta có thể sử dụng protease để cắt chuổi polypeptid và phân tích trình tự bên trong chuổi.

3.3. Phương pháp khối phổ kế tiếp (MS/MS)

Phương pháp này có thể được dùng để xác định các vùng trình tự protein khác nhau. Khối phổ là phương pháp xác định chính xác khối lượng của các các phân tử nhỏ. Một cách vắn tắt phương pháp này được mô tả như sau: phân tử cần phân tích được cho bay qua một thiết bị (trong điều kiện chân không) trong điều kiện tốc độ di chuyển của nó tương quan với tỉ số khối lượng / điện tích. Trên cơ sở này người ta có thể đo được thời gian bay của phân tử và xác định được khối lượng của nó. Đối với các phân tử sinh học có kích thước nhỏ như các chuỗi peptid và các phân tử protein nhỏ, thì trọng lượng phân tử của nó có thể xác định chính xác đến từng Dalton.

Để xác định khối lượng phân tử protein bằng phương pháp MS /MS, trước tiên phân tử protein thường được cắt thành các đoạn peptid có trình tự ngắn (thường dưới 20 acid amin) nhờ sử dụng enzyme đặc hiệu, chẳng hạn như trypsin. Hỗn hợp các đoạn peptid này sau đó được đưa vào phân tích khối phổ và chúng phân tách nhau ra dựa trên tỉ số khối lượng / điện tích. Các đoạn peptid riêng rẽ sau đó sẽ bị bắt giữ và phân đoạn thành các chuỗi peptid thành phần. Khối lượng của mỗi peptid thành phần được xác định bằng phổ khối như minh họa trên hình 3.4. Sự kết hợp các dữ liệu về khối lượng của các đoạn peptid thành phần sẽ cho biết trình tự rõ ràng của phân tử protein ban đầu. Cũng giống như trong phương pháp biến tính dman, việc xác định được trình tự của của khoảng 15 acid amin là đủ để so sánh với trình tự protein được luận ra từ các trình tự ADN đã được giải mã.
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Hình 3.4: Phân tích hệ protein học (proteomics) bằng điện di hai chiều và khối phổ. 

a. Các protein được tách chiết từ tế bào vả phân lập bằng điện di hai chiều, một chiều dựa trên nguyên tắc hội tụ đẳng điện, một chiều do sự khác biệt về khối lượng phân tử protein sau khi gây biến tính bằng SDS trên gel polyacrylamid (SDS-PAGE). 

b. Các protein riêng biệt tương ứng với từng điểm trên bản điện di được phân tách, xử lý cắt bằng enzyme trypsin và đưa đi phân tích khối phổ. 

c. Phổ khối cho thấy từng peptid được phân tách tiêng rẽ do sự khác biệt về tỉ lệ (khối lượng/điện tích) của chúng qua đó.
Kỹ thuật MS /MS thực sự là một kỹ thuật có tính cách mạng trong việc xác định và giải trình tự protein. Trong phương pháp này, thông thường chỉ cần một lượng mẫu nhỏ và có thể phân tích hỗn hợp nhiều loại protein đồng thời

4. XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG PROTEIN

4.1. Nguyên tắc chung xác định hàm lượng protein

Bên cạnh hoạt độ enzyme, hàm lượng protein là một trong yếu tố quan trọng để đánh giá chất lượng của enzyme. Trong quá trình tách chiết, để thu nhận chế phẩm enzyme bằng các phương pháp kết tủa khác nhau, sản phẩm thu được thường có lẫn các thành phần khác không phải protein – enzyme, do đó việc xác định hàm lượng protein là nhằm đánh giá tỉ lệ trọng lượng protein có trong chế phẩm enzyme thô thu nhận từ mẫu so với trọng lượng của chế phẩm enzyme thô là lớn hay bé để từ đó xác định được mức độ tạp nhiễm của các thành phần khác không có bản chất protein có trong chế phẩm enzyme thu được. Ngoài ra xác định được hàm lượng protein còn là cơ sở để xác định được hoạt độ riêng của enzyme, đây là một giá trị quan trọng để bước đầu đánh giá về mức độ tinh sạch của enzyme cũng như đánh giá khả năng xúc tác của enzyme.

Với các sản phẩm có bản chất là protein nhưng không phải là enzyme, việc xác định được hàm lượng protein nhằm đánh giá bước đầu về giá trị protein cần thu nhận là lớn hay bé để từ đó người ta có thể làm cơ sở để chọn lựa phương pháp cũng như nguồn nguyên liệu phù hợp, sao cho khối lượng protein thu được là cao nhất.

Có nhiều phương pháp khác nhau để xác định hàm lượng protein, các phương pháp đó chủ yếu dựa vào các đặc tính vật lý và hóa học của phân tử protein cũng như của các acid amin tham gia cấu tạo nên phân tử protein đó. Tùy đặc điểm cấu tạo của protein - enzyme, tùy mục đích nghiên cứu mà người ta chọn lựa phương pháp xác định hàm lượng protein phù hợp. Mỗi phương pháp được sử dụng để xác định hàm lượng protein đều có những sai số nhất định, sai số này xảy ra do các yếu tố sau :

  - Sai số do dụng cụ thí nghiệm

  - Sai số do các trang thiết bị đo lường như các thiết bị cân, đo, máy đo quang phổ
  - Sai số do trong mẫu thí nghiệm vẫn còn lẫn một số chất có bản chất hóa học tương tự như protein cần nghiên cứu hoặc các chất này có khả năng tham gia vào các phản ứng mà gây ảnh hưởng trực tiếp đến kết quả thí nghiệm. Ví dụ như trong các phản ứng tạo màu của protein, nếu trong mẫu vẫn tồn tại một số chất như acid nucleic hay glucid, các chất này trong một số trường hợp có khả năng phản ứng tương tự như protein làm cho màu sắc của phản ứng tăng lên (hoặc giảm xuống) hoặc các chất này có khả năng tham gia vào các phản ứng mà biến đổi cấu tạo của các chất trực tiếp tạo phản ứng màu với protein.

4.2. Xác định hàm lượng protein bàng phương pháp quang phổ

Nguyên tắc của phương pháp này là các acid amin có chứa vòng  thơm như trytophane, tyrosine và phenylalanine trong chuỗi pholypeptid có phổ hấp thụ cực đại ở bước sóng 280nm.

Sử dụng BSA làm chất chuẩn, biết rằng ở bước sóng 280nm 1ml BSA có nồng độ 1mg/ml sẽ có mật độ quang học là OD = 0,67. Dựa vào đó có thể xác định hàm lượng protein trong các mẫu thí nghiệm theo công thức sau:

                                             Y(mg) = 
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Trong đó:

+ [OD]: mật độ quang học của 1ml dung dịch mầu.

+ V: thể tích dung dịch mầu.

+ a: độ pha loãng dung dịch.

Khi thực hiện phương pháp này cần chú ý các điểm sau: 

1- Con số 0,67 là hệ số tắt của BSA. Để xác định nồng độ các loại protein khác thì cần phải sử dụng hệ số tắt tương ứng đối với mỗi loại protein. Ví dụ: hệ số tắt của protein con A là 1, 2.

2- Lựa chọn các protein tiêu chuẩn cần có cấu trúc tương tự như cấu trúc của các protein cần đo xét nghiệm ở mẫu nghiên cứu vì các protein thường có hệ số tắt khác nhau ở bước sóng 280nm (Hệ số tắt biểu thị bằng sự hấp thụ của dung dịch 1% protein đối với một tia sáng có bề dày 1cm). Thêm vào đó, các protein có cấu trúc khác nhau cũng cho khả năng tạo phản ứng mầu khác nhau với các thuốc thử tạo mầu như thuốc thử folin – ciocalteu, coomassie brilliant blue G 250.

Sau đây là bảng cho các giá trị hệ số tắt (
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 EMBED Equation.3  [image: image22.wmf]%
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, nghĩa là sự hấp thụ của dung dịch 10mg protein/ml ở bước sóng 280nm) đối với một số loại protein khác nhau:

Bảng 3.1. Hệ số tắt của một số protein ở bước sóng 280nm

 (theo Fashman, 1976)

	Các protein
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	IgG
	13,6

	IgM
	11,8

	IgA
	13,2

	IgA tiết
	13,1

	IgD
	17,0

	IgE
	15,3

	Chuỗi 
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	13,7

	Chuỗi 
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	13,9

	Chuỗi 
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	15,5

	Chuỗi nhẹ
	12,3

	Fab
	15,0

	Fc
	12,0

	VH
	27,0

	Con A (lectin Canavalia ensiformis)
	12,0

	Lectin Lens culinaris (LCA)
	12,5

	BSA
	6,7


3- Nếu chưa biết hệ số tắt của protein, hoặc dung dịch gồm hỗn hợp của một số dạng protein thì nồng độ protein tổng số có thể được tính theo phương trình sau:

Nồng độ protein, tính theo mg/ml = 1,55 x A280 – 0,77 x A260

Trong đó:

+ A280 là giá trị hấp thụ ở bước sóng 280 nm.

+ A260 là giá trị hấp thụ ở bước sóng 260 nm.

4- Nếu tỉ lệ A280/A260 thấp hơn 0,6 nghĩa là dung dịch protein đã lẫn (nhiễm) acid nucleic, các peptid, chất tẩy rửa hoặc chất kháng khuẩn azit natri (NaN​3). Trường hợp này cần sử dụng phép đo nồng độ protein theo kỹ thuật Lowry hoặc Bradford.

5- Dung dịch protein có nồng độ thấp hơn 0,1mg/ml thường cho kết quả không chính xác.
4.3. Xác định hàm lượng protein bằng phương pháp Lowry
4.3.1. Nguyên tắc
Phương pháp chính xác nhất để xác định hàm lượng protein có lẽ là thủy phân protein bằng acid, sau đó xác định thành phần và hàm lượng acid amin có trong dung dịch sau khi thủy phân.  Các phương pháp khác để xác định hàm lượng protein đều có sai số nhất định khi sử dụng để phân tích các loại protein khác nhau, phương pháp Lowry cũng không tránh khỏi điều này nhưng mức độ sai số là tương đối nhỏ. Hiện nay phương pháp Lowry được sử dụng rộng rãi nhất và được xem là một trong những phương pháp có độ chính xác cao nhất để xác định hàm lượng tất cả các loại protein.

Phương pháp này dựa vào cả hai phản ứng Biuret, trước tiên đó là sự khử Cu++ thành Cu+ trong môi trường kiềm tính do các liên kết peptid có trong phân tử protein, sau đó Cu+ sẽ tham gia xúc tác trong phản ứng với thuốc thử Folin (phản ứng Folin -  Ciocalteau), cơ chế của phản ứng này đến nay vẫn chưa được biết nhiều nhưng bản chất của chúng là do phân tử phosphomolybdotungstate có trong thuốc thử Folin bị khử thành xanh heteropolymolybdenum bởi các acid amin có vòng thơm (chủ yếu là Tyrosine và Tryptophane). Dung dịch sau phản ứng sẽ cho màu xanh đậm, cường độ màu của dung dịch phụ thuộc vào hàm lượng protein hay chính xác hơn là tùy thuộc vào hàm lượng Tyrosine và Tryptophane. Phương pháp này cho độ nhạy ở mức tối thiểu hàm lượng protein có trong dung dịch là 0,01 mg/ml và tốt nhất nên sử dụng với dung dịch có chứa hàm lượng protein trong khoảng từ 0,01 đến 1 mg/ml.

4.3.2. Chuẩn bị hóa chất

- Dung dịch A : được pha bằng cách trộn lẫn các dung dịch A1, A2, A3 theo tỉ lệ lần lượt là 100:1:1 


  + Dung dịch A1 : Na2CO3 pha trong nước cất theo tỉ lệ 2% (w/v)


  + Dung dịch A2 : CuSO4.5H2O pha trong nước cất theo tỉ lệ 1% (w/v)


  + Dung dịch A3 : K-Na tartrate (muối Seignet) pha trong nước cất theo tỉ lệ 2% (w/v)

- Dung dịch NaOH 2N

- Thuốc thử Folin (dạng thương mại): sử dụng ở nồng độ 1N

- Dung dịch protein chuẩn: sử dụng protein tinh thể (thường dùng là Albumin huyết thanh bò) pha với nước cất để tạo thành dung dịch protein chuẩn có nồng độ 2 mg/ml (khi chưa dùng đến thì dung dịch này cần được bảo quản ở nhiệt độ -200C), từ nồng độ protein chuẩn này lần lượt pha thành dãy dung dịch protein với các nồng độ khác nhau thay đổi từ 0g/ml đến 1000g/ml theo bảng sau:

Bảng 3.2. Chuẩn bị dung dịch protein chuẩn

	Protein chuẩn 2mg/ml (l)
	0
	2,5
	5
	12,5
	25
	50
	125
	250

	Nước cất (l)
	500
	497,5
	495
	487,5
	475
	450
	375
	250

	Hàm lượng protein (g/ml)
	0
	10
	20
	50
	100
	200
	500
	1000


4.3.3. Tiến hành thí nghiệm

- Cho vào ống nghiệm 0,1 ml dung dịch mẫu cần xác định hàm lượng protein, sau đó thêm vào 0,1 ml dung dịch NaOH 2N. Đặt ống nghiệm ở 1000C trong bồn ổn nhiệt hoặc trên bếp đun sôi cách thủy trong 10 phút.

- Để nguội, thêm vào 1 ml dung dịch A, lắc đều, đặt ở nhiệt độ phòng trong 10 phút.

- Thêm vào 0,1 ml thuốc thử Folin, để trên máy lắc, lắc đều trong thời gian từ 30 ÷ 60 phút (không nên để quá 60 phút)

÷ Sau thời gian trên, xác định cường độ màu dung dịch ở bước sóng 750 nm nếu hàm lượng protein mẫu dưới 500 mg/ml hoặc so màu ở bước sóng 550 nm nếu hàm lượng protein trong khoảng 100 ÷ 2000 mg/ml.

- Tiến hành các bước tương tự như trên với dung dịch protein chuẩn ở các nồng độ đã được pha như bảng trên, từ đó xây dựng được phương trình hồi qui hoặc đường chuẩn biểu diễn sự tương quan giữa cường độ màu và hàm lượng protein. 

- Dựa vào đường chuẩn và từ cường độ màu đo được của dung dịch mẫu xác định được hàm lượng protein của mẫu.

4.3.4. Một số lưu ý khi sử dụng phương pháp Lowry

- Nếu trong mẫu có tạo thành kết tủa, cần thêm vào NaOH 2N và đặt ở bể ổn nhiệt trong thời gian lâu hơn cho đến khi kết tủa tan hoàn toàn. Ở bước này thời gian không ảnh hưởng kết quả thí nghiệm cuối cùng.

- pH của dung dịch có ảnh hưởng rất lớn đến kết quả thí nghiệm, do đó cần giữ pH trong khoảng 10 ÷ 10,5.

- Với những mẫu có hàm lượng protein cao, cần pha loãng mẫu sao cho hàm lượng protein giới hạn trong khoảng từ 0,001  đến 1 mg/ml do ở hàm lượng protein cao giá trị mật độ quang sẽ không còn tuyến tính với hàm lượng protein nên sẽ dẫn đến kết quả sai khi đối chiếu với đường chuẩn.

- Sự bất tiện của phương pháp Lowry đó là do một số chất có khả năng gây cản trở đến các phản ứng tạo màu của protein như acid nucleic, các phân tử đường hoặc các hợp chất có vòng thơm. Do đó để có được kết quả chính xác hơn, cần phải loại bỏ những hợp chất này ra khỏi dung dịch protein.

- Cường độ màu của phản ứng phụ thuộc vào thành phần acid amin tham gia vào cấu tạo của protein, do đó nếu hai loại protein khác nhau nhưng có cùng nồng độ có thể dẫn đến giá trị mật độ quang khác nhau. Trong phương pháp này, protein sử dụng làm chất chuẩn là Albumin huyết thanh bò, nên cũng sẽ dẫn đến sai số nhất định khi protein cần nghiên cứu không có sự tương đồng về thành phần acid amin. Do đó tốt nhất nên sử dụng protein làm dung dịch chuẩn cùng loại với protein cần nghiên cứu.

4.4. Xác định hàm lượng protein bằng phương pháp Bradford

4.4.1. Nguyên tắc

Phương  pháp  này  dựa  trên  sự  thay  đổi  bước  sóng  hấp  thu  cực  đại  của thuốc nhuộm Coomassie Brilliant Blue khi tạo phức hợp với protein. Trong dung dịch mang tính acid, khi chưa kết nối với protein thì thuốc nhuộm có bước sóng hấp thu cực đại 465 nm; khi kết hợp với protein thì thuốc nhuộm hấp thu cực đại ở bước sóng 595 nm. Độ hấp thụ ở bước sóng 595 nm có liên hệ một cách trực tiếp tới nồng độ protein. 
Để xác định protein trong mẫu, đầu tiên ta xây dựng một đường chuẩn với dung dịch protein chuẩn đã biết trước nồng độ. Dung dịch protein chuẩn thường là  bovine  serum  albumin.  Sau  khi  cho  dung  dịch  protein  vào  dung  dịch  thuốc nhuộm,  màu sẽ xuất hiện sau 2 phút và bền tới 1 giờ.  Tiến hành đo dung dịch bằng máy quang phổ kế ta được ODx, độ hấp thụ sẽ tỷ lệ với lượng trong mẫu. Thực  hiện  một  đối  chứng  với  nước  cất  (OD0).   Lấy  giá  trị  OD  =  ODx  -  OD0. Lượng  protein  mẫu  trong  dung  dịch  đo  được  xác  định  bằng  cách  chấm  trên đường chuẩn theo OD, lấy giá trị của điểm đó trên trục hoành. Đó chính là lượng protein mẫu trong dung dịch đo.
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Hình 3.5. Công thức phân tử của Coomasie Brilliant Blue G-250
4.4.2. Chuẩn bị
- Cồn 900
-  Dung  dịch  protein  chuẩn:  cân  10  mg  albumin  bằng  cân  phân  tích,  pha trong 1 ml nước cất, lắc đều cho tan. Giữ ở -200C. Khi dùng pha loãng ra 100 lần, được dung dịch có nồng độ 0,1 mg/ml.
- Dung dịch thuốc thử Bradford: dung dịch thuốc thử có thành phần trong
100ml như sau:
   + Coomassie Brilliant Blue: 0,005g
   + Ethanol tuyệt đối: 4,7g
   + Phosphoric acid 85%: 8,5g
Phẩm màu Coomasie Brilliant Blue được làm tan trong ethanol trong một chai  đựng  màu  tối  có  nắp.  Bổ  sung  phosphoric  acid  và  chỉnh  tới  100ml  bằng nước cất. Lắc đều, giữ ở 40C
- Dung dịch cần xác định hàm lượng protein (phòng thí nghiệm cung cấp)
4.4.3. Tiến hành
- Lập một loạt 6 ống theo số thứ tự 0, 1, 2, 3, 4, 5 và 1 ống nghiệm chứa mẫu cần phân tích X
-  Bổ  sung  các  thành  phần  như  bảng  sau,  riêng  ống  nghiệm  X  cho  1  ml mẫu cần phân tích do phòng thí nghiệm cung cấp (nếu cần sinh viên tự pha loãng mẫu trước khi phân tích)
- Dùng đồng hồ bấm giây, canh thời gian 0 phút cho 5ml thuốc thử vào ống nghiệm 0,  lắc đều  để yên.  Ở  thời điểm 1 phút cho 5ml  thuốc  thử vào ống nghiệm 1, lắc đều để yên,... cứ tiếp tục cho đến hết.

Bảng 3.3. Xây dựng đường chuẩn và xác định hàm lượng protein mẫu

	Ống nghiệm
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	X

	Nước cất (ml)
	1
	0,9
	0,8
	0,7
	0,6
	0,5
	-

	Albumin chuẩn
	0
	0,1
	0,2
	0,3
	0,4
	0,5
	-

	TT Bradford
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5

	Nồng độ protein (mg/ml)
	0
	10
	20
	30
	40
	50
	?


- Tính  thời  gian  ống 0  được 20  phút,  tiến  hành đo  độ hấp thu  của  dung dịch  ở  bước  sóng  595  nm.  Ta  có  giá  trị  OD0,  ở  thời  điểm  21  phút  đo  ống  1 (OD1),... tương tự cứ cách một phút đo cho hết các ống. Ghi lại giá trị OD.

4.5. Xác định hàm lượng protein bằng phương pháp bicinchoninic acid

4.5.1. Giới thiệu

Phương pháp Bicinchoninic acid (BCA) lần đầu tiên được xây dựng bởi Smith et, phương pháp này cũng tương tự như phương pháp Lowry vì cũng có quá trình khử Cu++ thành Cu+. Sự khác nhau của phương pháp này với phương pháp Lowry đó là Cu+ sau khi tạo thành sẽ tham gia phản ứng tạo màu với BCA. Cả hai phương pháp này đều có cùng độ nhạy với hàm lượng protein, nhưng phương pháp BCA thuận lợi hơn do tất cả các hóa chất tham gia vào phản ứng đều cho vào ống nghiệm ngay từ đầu, còn phương pháp Lowry phải cho thuốc thử Folin vào sau khi mẫu protein đã phản ứng với CuSO4. Hơn thế, trong phương pháp BCA cường độ màu sau phản ứng không bị ảnh hưởng bởi các tác nhân gây cản trở như các chất tẩy, các chất làm biến tính như urea và guanidinium Chloride. Kết quả của phản ứng đó là sự tạo thành màu tím của dung dịch, cường độ màu phụ thuộc vào hàm lượng protein. Phức hợp màu này sẽ hấp thụ mạnh ánh sáng ở bước sóng 562 nm, đo mật độ quang (OD) của dung dịch này và dựa vào phương trình đường chuẩn, xác định được hàm lượng protein có trong mẫu.

4.5.2. Chuẩn bị hóa chất

a. Phương pháp chuẩn

- Dung dịch A : 0,1g Na bicinchoninate, 2g Na2CO3.H2O, 0,16g Na tartrate, 0,4g NaOH, 0,95g NaHCO3, them nước cho đủ 100 ml. Nếu cần thiết, chỉnh pH về mức 11,25 bằng NaHCO3 hoặc NaOH.

- Dung dịch B: cho 0,4g CuSO4.5H2O vào 10 ml nước cất.

- Dung dịch chuẩn: trộn dung dịch A và dung dịch B theo tỉ lệ thể tích 100:2. Dung dịch sẽ có màu xanh lục và ổn định ở nhiệt độ phòng trong khoảng 1 tuần.

b. Phương pháp micro

- Dung dịch A: 0,8g Na2CO3.H2O, 1,6g NaOH, 1,6g Na tatrate, thêm nước cho đủ 100 ml. Nếu cần thiết, chỉnh pH về mức 11,25 bằng NaHCO3 hoặc NaOH.

- Dung dịch B: 4g BCA pha trong 100 ml nước cất.

- Dung dịch C: cho 0,4g CuSO4.5H2O vào 10 ml nước cất.

- Dung dịch chuẩn: cho 1ml dung dịch C vào 25ml dung dịch B, lắc đều, sau đó cho thêm 26ml dung dịch A.

4.5.3. Tiến hành thí nghiệm

a. Phương pháp chuẩn:

- Cho vào ống nghiệm 100l dịch mẫu có chứa hàm lượng protein từ 10 – 100g protein, thêm 2ml dung dịch chuẩn, để dung dịch ở 600C trong thời gian 30 phút.

- Để nguội, xác định mật độ quang ở bước sóng 562nm.

- Tiến hành các bước tương tự như trên với dung dịch protein chuẩn ở các nồng độ đã được pha như bảng 3.2, từ đó xây dựng được phương trình hồi qui hoặc đường chuẩn biểu diễn sự tương quan giữa cường độ màu và hàm lượng protein.

- Dựa vào đường chuẩn và giá trị OD đo được, xác định được hàm lượng protein trong mẫu.

b. Phương pháp micro

- Cho vào ống nghiệm 1ml dịch mẫu có chứa hàm lượng protein từ 0,5g – 1g protein, thêm 1ml dung dịch chuẩn, để dung dịch ở 600C trong thời gian 30 phút.

- Để nguội, xác định mật độ quang ở bước sóng 562nm.

- Tiến hành các bước tương tự như trên với dung dịch protein chuẩn ở các nồng độ đã được pha như bảng trên, từ đó xây dựng được phương trình hồi qui hoặc đường chuẩn biểu diễn sự tương quan giữa cường độ màu và hàm lượng protein.

- Dựa vào đường chuẩn và giá trị OD đo được, xác định được hàm lượng protein trong mẫu.

4.5.4. Những lưu ý khi sử dụng phương pháp BCA

- Độ nhạy của các phản ứng tạo màu trong phương pháp sẽ tăng lên khi để dung dịch ở 600C trong thời gian lâu hơn 30 phút, để tránh điều này xảy ra, nên tắt bếp ổn nhiệt sớm hơn khi thấy màu của dung dịch trở nên quá sẫm.

- Sau khi để ổn nhiệt, màu của dung dịch vẫn tiếp tục đậm dần thêm trong vòng 1 giờ khi để dung dịch ở nhiệt độ phòng.

- Vì phương pháp có sự phụ thuộc vào các ion Cu2+, khi trong mẫu phân tích có chứa một lượng lớn phân tử EDTA sẽ dẫn đến hiện tượng các ion Cu2+ bị bắt vào trong mạng lưới phân tử EDTA và điều này sẽ ảnh hưởng đến kết quả thí nghiệm. Để khắc phục hiện tượng này, người ta thường pha loãng mẫu phân tích sao cho lượng protein trong mẫu chỉ vừa đủ để có thể đo lường được, việc pha loãng này sẽ làm giảm đáng kể ảnh hưởng của EDTA do một số ion Cu2+ bị cô lập bởi phân tử EDTA nhưng lượng ion Cu2+ còn lại cũng đủ đề phản ứng hết với lượng protein có trong mẫu.

- Khi so sánh ba phương pháp Lowry, BCA và Bradford trong việc phân tích hàm lượng protein từ hai loại: protein có liên kết với các phân tử glucid và protein không có sự liên kết với glucid, người ta nhận thấy rằng không có sự khác nhau đáng kể với loại protein phi glucid nhưng với loại protein mà có gắn kết với phân tử glucid thì có sự khác biệt rõ rệt giữa ba phương pháp: với phương pháp Bradford cho giá trị hàm lượng protein rất thấp trong khi hai phương pháp còn lại cho giá trị hàm lượng protein rất cao.
5. XÁC ĐỊNH HOẠT ĐỘ ENZYME
5.1 Nguyên tắc chung
Hoạt độ enzyme được xác định dựa vào lượng cơ chất bị phân giải hoặc lượng sản phẩm được tạo thành. Tùy theo các đặc trưng của phản ứng, sự tiện lợi của phương pháp phân tích, yêu cầu về sự chính xác của phép đo cũng như điều kiện của phòng thí nghiệm mà có thề lựa chọn cách xác định nào là thích hợp nhất. Tuy vậy cách đáng tin cậy nhất trong  mọi trường hợp là xác định sản phẩm tạo thành theo thời gian, bởi vì có các trường hợp, bởi vì hoạt độ enzyme cần xác định có hoạt độ rất thấp, sự chuyển hóa cơ chất vốn có mức bão hòa có thể xảy ra nhưng rất khó đo được một cách chính xác. Khi đó sự xuất hiện của các sản phẩm phản ứng được xác định bằng những cách đo đặc hiệu, cho phép khẳng định sự có mặt của enzyme một cách đáng tin cậy.

· Một số lưu ý khi xác định hoạt độ hay thực hiện phản ứng enzyme
a. Khi xác định hoạt độ enzyme cần chọn điều kiện pH và nhiệt độ phân tích ở vùng thích hợp. Đối với những enzyme lần đầu tiên được nghiên cứu, pH trung tính và nhiệt độ 300C – 400C có thể được lựa chọn để thử nghiệm. Tuy vậy, có những enzyme chỉ hoạt động ở một dải nhiệt độ và pH nhỏ hẹp và không thuộc vùng pH và nhiệt độ lựa chọn ban đầu, khi đó cần có những điều chỉnh thích hợp để phát hiện và đo được hoạt độ enzyme.

b. Bên cạnh pH và nhiệt độ, cũng cần lưu ý đến cơ chất, thành phần đệm, lực ion hay nồng độ muối, các chất làm bền như Ca2+, glycerol, albumin huyết thanh bò (BSA) hay một số chất khác. Sự có mặt của NaCl hay KCl ở nồng độ vài chục milimol/l trong đệm phân tích là không ảnh hưởng đến hầu hết hoạt độ của các loại enzyme, thậm chí rất cần thiết với một số enzyme. Tuy vậy có một số enzyme lại nhạy cảm với NaCl nhưng không phải với KCl, hoặc ngược lại. Việc bổ sung Ca2+ là cần thiết cho việc làm bền nhiều enzyme, nhất là các enzyme proteolytic hay amylolytic.

c. Các phân tích hoạt độ enzyme phải thực hiện ở một giá trị pH ổn định, vì vậy phải dùng một loại dung dịch đệm hay một hệ thống đệm nào đó. Nồng độ đệm thường dùng là 20 – 50 mM. Tuy vậy với các phản ứng sinh acid, base (ví dụ như enzyme Urease) thì phải dùng đệm ở nồng độ cao hơn để tránh sự thay đổi pH trong qúa trình phân tích. Một số đệm (như đệm Phosphate) có thể làm kết tủa một số yếu tố cần thiết cho hoạt động của enzyme như Ca2+, Zn2+, vì vậy phải lựa chọn loại đệm thích hợp cho phân tích.

d. Trong phân tích hoạt độ enzyme, cơ chất và sản phẩm, đệm đều phải có cùng nhiệt độ khi phân tích, khi tiếp xúc với nhau để bắt đầu phản ứng. Với các phân tích đồng thời nhiều mẫu, thời gian bắt đầu và kết thúc phản ứng của tất cả các mẫu phải được duy trì như nhau.

e. Phải luôn luôn có mẫu kiểm tra thích hợp để tránh sai số. Ví dụ để xác định hoạt độ của proteolytic của một mẫu dịch chiết nào đó thông qua việc đánh giá mức độ thủy phân casein và sau đó xác định mức độ thủy phân cơ chất nhờ vào tính chất hấp thụ ánh sáng ở bước sóng 280nm (A280) của các amino acid thơm tạo thành. Trong thí nghiệm này, lượng amino acid thơm cũng có thể có mặt trong chính dịch chiết hay có mặt ngay trong dung dịch cơ chất ban đầu. Thậm chí, đệm phân tích cũng có thể tạo ra số đọc nhất định ở bước sóng 280 nm. Khi đó cách đánh giá chỉ có thể thực hiện được khi có mẫu kiểm tra với enzyme được bất hoạt trước khi được cho tác dụng với cơ chất. Hiệu số đọc A280 giữa mẫu thí nghiệm và kiểm tra phản ánh hoạt độ enzyme.

f. Phải lựa chọn phương pháp làm ngừng phản ứng thích hợp. Trong một số trường hợp, các làm ngừng phản ứng enzyme có thể làm biến đổi cơ chất hay phản ứng cần đo. Ví dụ việc bổ sung acid sẽ làm phân hủy NADH/NADPH, hay việc bổ sung kiềm sẽ làm phân hủy NAD+/NADP+. Trong nhiều trường hợp khác, chất làm ngừng phản ứng có thể can thiệp quá mạnh vào phép định lượng sản phẩm phản ứng enzyme, ví dụ như chất làm ngừng phản ứng có cùng bước sóng hấp phụ ánh sáng cần đo với chất phản ứng, hay ức chế phản ứng tạo màu tiếp theo của phân tích.

5.2. Các phương pháp xác định hoạt độ enzyme

Việc xác định hoạt độ của enzyme thường được các nhà khoa học đưa ra những phương pháp rất cụ thể, ứng với từng loại cơ chất. Các phương pháp các định hoạt độ enzyme chủ yếu dựa vào hai cách phân tích phản ứng enzyme, đó là phân tích lien tục và phân tích gián đoạn.


a. Phân tích liên tục là phương pháp đo cơ chất bị biến đổi hay sản phẩm tạo thành một cách liên tục theo thời gian, ví dụ như cách đo hoạt độ của NADH oxidase (NOX) qua phản ứng:  NADH + H+ + O2( NAD+ + H2O2 (do enzyme NOX sinh H2O2 xúc tác)


2NADH + 2H+ + O2( 2NAD+ + 2H2O (do enzyme NOX sinh H2O xúc tác)


Dựa vào sự hấp thụ ánh sáng của NADH ở bước sóng 340nm, người ta có thể tiến hành phản ứng trong một cuvet và đo sự biến đổi của NADH bằng quang phổ kế theo thời gian ngay từ khi bổ sung enzyme vào dung dịch phản ứng có chứa sẵn cơ chất, hay bổ sung cơ chất vào hỗn hợp phản ứng đã chứa sẵn enzyme. Phương pháp liên tục thường được sử dụng khi không có cơ chất hay cách làm ngừng phản ứng thích hợp, hoặc được áp dụng với một số enzyme dễ bị mất hoạt tính xúc tác ở điều kiện phân tích. Ngoài ra, các phương pháp phân tích liên tục còn được dùng phổ biến với các nghiên cứu hoạt động enzyme. Tuy nhiên, yêu cầu đối với thiết bị đo là phải có bộ phận ổn nhiệt để phản ứng được thực hiện ở các nhiệt độ mong muốn. Đây cũng là một hạn chế của phương pháp. Ngoài ra, do phải theo dõi sự biến đổi của chất phản ứng một cách liên tục nên khó có thể thực hiện phân tích hoạt độ của nhiều mẫu enzyme trong cùng một lúc.


b. Phân tích gián đoạn là phương pháp cho enzyme tác dụng với cơ chất sau một khoảng thời gian nhất định thì làm ngừng phản ứng enzyme bằng cách thích hợp và sau đó đo lượng cơ chất còn lại hoặc sản phẩm tạo thành. Đây là cách được sử dụng phổ biến nhất trong các phân tích hoạt độ enzyme hiện nay.


Để  làm ngừng phản ứng enzyme có thể dùng các tác nhân làm bất hoạt enzyme như nhiệt độ cao, thay đổi pH (bổ sung acid hoặc kiềm), dùng chất  tạo phức hay tách enzyme ra khỏi hỗn hợp phản ứng v.v… phương pháp này khắc phục được những hạn chế của phương pháp đo liên tục, phản ứng có thể tiến hành trong tủ ấm hay bể ổn nhiệt, có thể tiến hành một lúc nhiều mẫu … Tuy vậy, vấn đề là phải tìm ra cách làm ngừng phản ứng thích hợp.


Dựa theo nguyên tắc xác định hoạt độ enzyme, bằng cách đo lien tục hay gián đoạn, hoạt độ enzyme có thể được xác định theo một hay một số phương pháp chính sau đây:


- Phương pháp đo độ nhớt: Sử dụng nhớt kế để đo sự biến đổi độ nhớt của dung dịch phản ứng. Phương pháp được áp dụng với các enzyme mà cơ chất có độ nhớt cao hơn hẳn so với sản phẩm, thường là các cơ chất có khối lượng phân tử lớn như các acid nucleic, protein…


- Phương pháp phân cực kế: Sử dụng khi cơ chất và sản phẩm có khả năng làm quay mặt phẳng phân cực ánh sáng và có góc quay riêng khác nhau, ví dụ cho phản ứng phân giải sucrose bởi enzyme invertase. Sucrose có độ quay mặt phẳng phân cực là +650, còn đối với glucose là +52,50, trong khi của fructose là -92,40. Chính vì vậy sản phẩm tạo thành sẽ làm giảm mức độ quay mặt phẳng ánh sáng phân cực, từ phải sang trái.


- Phương pháp đo áp suất hay áp kế: Chỉ dùng với các phản ứng enzyme có sự tiêu hao hay sinh khí, ví dụ như các phản ứng oxi hóa, decarboxyl hóa, loại amin hóa. Phản ứng sinh hay tiêu hao khí có thể trực tiếp hay gián tiếp. Ví dụ lipid với sự xúc tác của lipase tạo ra glycerol và các acid béo, các acid béo khi có mặt của NaHCO3 sẽ tạo ra CO2 hay có sự loại amin do có sự tác dụng của các amino acid với HNO2 tạo N2 bay ra


- Phương pháp quang phổ kế: Được sử dụng rất phổ biến, dựa trên khả năng hấp thụ ánh sáng ở các bước sóng xác định của cơ chất, hoặc sản phẩm phản ứng. Ví dụ: với enolase có thể đo sản phẩm phosphoenolpyruvate (PEP) tạo thành bằng cách đo độ hấp thụ của PEP ở bước sóng 240nm. Còn với enzyme lactate dehydrogenase xúc tác cho phản ứng khử pyruvate thành lactate thì có thể đo sự biến đổi của NADH qua sự hấp thụ ở bước sóng 340nm.


-Phương pháp chuẩn độ: Dùng cho sự phản ứng enzyme có sự hình thành acid hoặc base. Phương pháp yêu cầu giữ pH môi trường cố định, lượng kiềm hoặc acid chuẩn dùng để chuẩn độ theo thới gian phản ánh hoạt độ enzyme.


- Phương pháp sắc ký: Sử dụng sắc ký để phân tích sản phẩm phản ứng, ví như tách amino acid sau khi cho hai enzyme aminotranpherase lên cơ chất protease tác dụng lên cơ chất và sau đó định lượng các amino acid thu được. Đây là phương pháp tốn thời gian nên ít được sử dụng.


- Phương pháp hóa học: Dùng các phản ứng hóa học để định lượng cơ chất mất đi hay lượng sản phẩm tạo thành. Thông thường phải tạo phản ứng tạo nên các phức chất màu có độ hấp thu ánh sáng cực đại ở vùng nào đó để từ đó định lượng hợp chất này. Ví dụ trong phản ứng thủy phân tinh bột bởi -amylase:

Tinh bột 



Dextrin


Để đo hoạt độ của amylase, có thể dùng I2 tác dụng với dung dịch tinh bột, sau đó đo cường độ màu xanh tím tạo thành để đánh giá lượng cơ chất còn lại, hay dùng phản ứng (màu) đặc trưng để xác định các dextrin có tính khử tạo thành.


 Phương pháp định lượng cơ chất còn lại, hay sản phẩm phản ứng tạo thành có thể đơn giản là sự đo cơ chất còn lại, hay sản phẩm phản ứng tạo thành một cách trực tiếp như cách đo hoạt độ của lactate dehydrogenase (LDH). Tuy vậy trong nhiều trường hợp, có thể phải đo cơ chất còn lại hay sản phẩm tạo thành một cách gián tiếp và do đó phép đo phức tạp hơn. Ví dụ để đo hoạt độ của pyruvate kinase, ngoài cách đo phosphoenol pyruvate (PEP) hay ADP còn lại (mà không phải lúc nào cũng dễ thực hiện), người ta có thể đo pyruvate tạo thành tông qua sự ghép nối phản ứng với sự xúc tác của LDH cùng với việc bổ sung NADH.


- Phương pháp phóng xạ: dựa trên sự hình thành các bức xạ của các chất đồng vị phóng xạ gắn vào cơ chất tại nhóm chức thích hợp để có thể đo độ phóng xạ (sự phân rã) của cơ chất còn lại, hay sản phẩm tạo thành. Phương pháp phóng xạ thường được áp dụng để xác định hoạt độ của các enzyme mà khi các phương pháp thông thường (có độ nhạy thấp) không thể đo được. Ví dụ, để đo hoạt độ của enzyme ATPase (xúc tác phản ứng thủy phân ATP thành ADP và phosphate vô cơ), người ta có thể xác định lượng ATP còn lại, hay ADP, hoặc phosphate tạo thành bằng nhiều phương pháp thông thường khác nhau. Tuy nhiên, khi hoạt độ của ATPase cực kỳ thấp, người ta có thể dùng cơ chất là -[32P]-ATP, khi đó một trong hai thành phần phản ứng (32P) có hoạt tính phóng xạ. Bằng cách phối hợp cả hai phương pháp: sắc ký bản mỏng để tách riêng -[32P]-ATP và gốc phosphate được giải phóng ra từ cơ chất; đo độ phóng xạ bằng máy nhấp nháy lỏng để tính ra hoạt độ enzyme.


- Phương pháp huỳnh quang: Phương pháp này dựa trên sự phát quang của một số hợp chất dưới tác dụng của một nguồn sáng kích thích đặc trưng. Mức độ phát huỳnh quang sẽ đo được nhờ máy huỳnh quang kế. Đây cũng là phương pháp có độ nhạy cao, có thể phát hiện những enxyme có hoạt độ thấp.


Bên cạnh những phương pháp phân tích hoạt độ có tính chất định lượng vừa nêu trên, trong nghiên cứu enzyme, rất nhiều trường hợp phân tích định tính hay bán định lượng cũng được sử dụng để nhanh chóng phát hiện hay bước đầu khẳng định có sự hiện diện của enzyme. Ví dụ, để phát hiện catalase, người ta chỉ cần bổ sung một lượng cơ chất là H2O2 và xem bọt khí hình thành (do O2 được giải phóng). Thường được dùng hơn trong nhận biết và bán định lượng hoạt độ enzyme là phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch (iod nhuộm với tinh bột, xanh coomasie hay amido đen với casein…) để xác định hay đánh giá hoạt độ enzyme qua vòng phân giải cơ chất. Ở mức cần khẳng định hơn bản chất của các phản ứng có phải do enzyme xúc tác hay không, người ta có thể xử lý nhiệt (đun cách thủy ít phút). Phần lớn các enzyme có bản chất protein đều bị mất hay giảm phần lớn hoạt tính xúc tác sau khi xử lý ở nhiệt độ cao. Trong một số trường hợp có thể dùng các chất ức chế đặc hiệu để giúp khẳng định sự có mặt của enzyme trong mẫu cần phân tích (như azid natri ức chế đặc hiệu catalase, phenyl metyl sulphonyl flourid-PMSF ức chế đặc hiệu các protease serine…)

5.3. Phương pháp xác định hoạt độ một số enzyme thông dụng

5.3.1. Xác định hoạt độ enzyme protease (phương pháp Anson)
a. Nguyên tắc:

Cho protease tác dụng với cơ chất là casein (hoặc hemoglobin), sản phẩm tạo thành là các peptid ngắn hay acid amin, trong các loại acid amin, tyrosine chiếm đa số. Xác định tyrosine bằng phản ứng màu với thuốc thử folin, từ đó xác định hoạt độ enzyme protease theo định nghĩa:
[image: image28.png]



Hình 3.6: Mô hình hoạt động của enzyme protease

Hoạt độ của  protease được biều thị là số micromole tyrosine sinh ra do thuỷ phân Casein bởi 1ml dung dịch hay 1 mg hỗn hợp chứa protease trong 1 phút ở điều kiện chuẩn (35,50C, pH 7.6)
b. Hoá chất:

- Dung dịch Na2HPO​4 1/15M: hoà tan 5,96g Na2HPO​4.12H2O trong nước thành 250 ml

- Dung dịch KH2PO​4 1/15M: hoà tan 0,9072g KH2PO​4 trong nước thành 100ml 

- Dung dịch đệm Sorensen 1/15M, pH 7.6: trộn 177ml dung dịch Na2HPO​4 1/15Mvà 23 ml dung dịch KH2PO​4. đo và chỉnh lại pH cho đúng.

- Dung dịch Casein 1%: đun sôi cách thuỷ 1g casein trong đệm Sorensen đến tan hoàn toàn rồi sau đó định mức bằng Sorensen cho đủ 100ml.

- Dung dịch TCA (tricloro acid) 10%: hoà tan 10g TCA trong nước cho đủ 100ml

- Dung dịch NaOH 0,5N: hoà tan 10g NaOH trong nước cho đủ 500 ml

- Dung dịch HCl 0,2N: trộn 4,25ml HCl đậm đặc với nước cho đủ 250 ml.

- Dung dịch tyrosin 20mM/l: khuấy nghiền 0,118 g tyrosin trong dung dịch HCl 0,2N vừa đủ 50ml

- Dung dịch tyrosin chuẩn 1mM/l: pha loãng 5 ml tyrosine 20mM/l trong HCl 0,2N thành 100 ml

c. Tiến hành thí nghiệm:

Trước hết cần xây dựng đường chuẩn Tyrosine theo các nồng độ được trình bày trong bảng 3.4
Bảng 3.4. Dựng đường chuẩn tyrosin:

	Ống nghiệm
	0
	1
	2
	3
	4
	5

	Dung dịch tyrosin chuẩn 1mM/l
	0
	0,2
	0,4
	0,6
	0,8
	1

	Dung dịch HCl 0,2N (ml)
	1
	0,8
	0,6
	0,4
	0,2
	0

	Dung dịch NaOH 0,5N (ml)
	2
	2
	2
	2
	2
	2

	Thuốc thử Folin (ml)
	0,6
	0,6
	0,6
	0,6
	0,6
	0,6

	Lượng tyrosin (micromol)
	0
	0,2
	0,4
	0,6
	0,8
	1


Lắc và để yên 10 phút đem đo mật độ quang ở bước sóng 660 nm

Vẽ đồ thị biểu diễn sự biến thiên mật độ quang (OD) theo lượng tyrosin ở các ống.

Bảng 3.5. Xác định lượng tyrosin trong dung dịch nghiên cứu

	Dung dịch hoá chất


	Ống nghiệm

	
	Thử thật (3 ống)
	Thử không (3 ống)

	Casein 1% (ml)
	5
	5

	TCA 10% (ml)
	0
	5

	Dịch enzyme mẫu (ml)
	1
	0

	Lắc đều và giữ ở 35,5oC, trong 30 phút

	TCA 10% (ml)
	5
	0

	Dịch enzyme mẫu (ml)
	0
	1

	Lọc, lấy 1ml dịch lọc thực hiện phản ứng màu

	Dịch lọc (ml)
	1
	1

	Dung dịch NaOH 0.5N (ml)
	2
	2

	Thuốc thử Folin (ml)
	0,6
	0,6

	Lắc đều, để yên 10 phút, đo OD ở bước sóng 660 nm


d. Cách tính:

Hoạt độ protease:

HT (UI) =  
[image: image29.wmf]v

t

K

V

x

.

.

.


x: số ( mol tyrosin suy ra từ đường chuẩn

V: tổng thể tích hỗn hợp phản ứng enzyme (11 ml)

v: thể tích dịch lọc đem phân tích (1ml)

K: đô pha loãng mẫu

t: thời gian phản ứng (30 phút)

1 UI (Anson) = 1 micromol Tyrosine/ml/phút ;

        hoặc  = 1 micromol/mg/phút

2.3.2. Xác định hoạt độ enzyme (-amylase theo phương pháp Heinkel.
a. Nguyên tắc
Amylase xúc tác phản ứng thủy giải tinh bột thành đường ( đường đơn, đường đôi hay dextrin phân tử lớn ). Lượng tinh bột còn lại phản ứng màu với iod. Xác định lượng tinh bột bị thủy giải, từ đó tính ra hoạt tính amylase theo định nghĩa: 

Hoạt tính amylase được biểu thị là số mg tinh bột bị thủy giải bởi 1ml dịch enzyme (hay 1mg nguyên liệu chứa enzyme) trong 1phút ở điều kiện chuẩn 500C, pH 6.
b. Hóa chất 

Dung dịch NaH2PO4 0,05M: hòa tan 1,9502g NaH2PO4.2H2O trong nước thành 250 ml.

Dung dịch Na2HPO4 0,05M: hòa tan 0,8962g Na2HPO4.12H2O trong nước thành 50 ml.

Dung dịch đệm phosphate 0,05 M pH 6: trộn 87,7ml dung dịch NaH2PO4 0,05M và 12,3ml dung dịch Na2HPO4 0,05M thêm 100ml nước cất, đo lại pH bằng máy pH

Dung dịch tinh bột 1% pha trong pH 6: lấy 50ml dung dịch đệm phosphat 0,05M pH 6 đem đun sôi. Cân 1 g tinh bột tan, hòa vào một ít đệm, khuấy đều, đổ vào dung dịch đệm đang sôi, vừa khuấy vừa đun sôi trong 3 phút cho đến khi dung dịch trong suốt. Định mức tới 100ml bằng dung dịch đệm.

Dung dịch Iod: 1g I2 và 2g KI, thêm nước thành 100ml, bảo quản lạnh. Khi dùng pha loãng 500 lần. 

Dung dịch HCl 1N: 8,4ml HCl đậm đặc pha thành 100ml 

Dung dịch HCl 0,1N: pha loãng từ dung dịch HCl 1N

NaCl 0,1%

c. Tiến hành thí nghiệm

Bảng 3.6. Dựng đường chuẩn tinh bột

	Ống nghiệm
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Tinh bột 10mg/ml (ml)
	0
	1
	2
	3
	4
	5

	Dung dịch đệm (ml)
	5
	4
	3
	2
	1
	0

	Nồng độ tinh bột (mg/ml)
	0
	2
	4
	6
	8
	10


Hút 0,1ml dung dịch từ các ống nghiệm thêm 0,9 ml đệm, thêm vào 9 ml dung dịch I2KI đã pha loãng 500 lần.

Đem so màu ở bước sóng 560nm. 

Vẽ đồ thị biểu thị mối tương quan giữa nồng độ tinh bột và giá trị (OD.

Bảng 3.7: Phản ứng enzyme
	
	Thử thật ( 3 ống )
	Thử không ( 3 ống )

	Tinh bột 1%
(ml)
	1
	1

	NaCl 0,1% (ml)
	1
	1

	Đệm Phosphate pH 6 (ml)
	2
	2

	Lắc đều, để ổn nhiệt ở 50oC trong 5 phút

	Dung dịch enzyme (ml)
	1
	0

	Để ổn nhiệt ở 50oC, 10 phút

	Dung dịch HCl 0.1N (ml)
	5
	5

	Dung dịch enzyme (ml)
	0
	1


- Hút 1ml dung dịch từ các ống nghiệm trên. Thêm vào mỗi ống nghiệm 9ml dung dịch I2KI đã pha loãng 500 lần.

- Lắc đều, đem đo OD tại bước sóng 560nm.

d) Công thức tính toán: Hoạt độ (-Amylase trong 1ml dịch enzyme 

X * K

t * v

Trong đó :

X :
Số mg tinh bột suy ra từ đường chuẩn.

K : 
Hệ số pha loãng.

v  :
Thể tích enzyme cho vào hỗn hợp phản ứng enzyme
t   :
Thời gian enzyme phản ứng
5.3.3. Phương pháp xác định hoạt độ enzyme glucoamylase
a. Nguyên tắc 

Hoạt độ glucoamylase được tính dựa trên lượng gluco tạo ra khi thủy phân tinh bột bằng enzyme. Hàm lượng gluco được xác định bằng cách đo mật độ quang của dung dịch khi có mặt thuốc thử DNS(3,5 dinitro Salicilic acid) tại bước sóng 520 nm. Một đơn vị hoạt độ glucoseamylase xúc tác thủy phân tinh bột giải phóng một (mol gluco trong một phút, ở điều kiện xác định.
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Hình 3.7 : Cấu trúc không gian của phân tử glucoamylase

b. Hóa chất
Hồ tinh bột 2%, dung dịch đệm acetate 0,15 M, pH 5, thuốc thử DNS (hòa tan 0,5 g DNS trong 100 ml NaOH 2N và 150g muối kép Na-K Tartrate ở nhiệt độ phòng, sau đó thêm nước cất cho đến 500 ml)

c. Tiến hành 

Chuẩn bị các ống chứa 3ml DNS. Cho 1ml enzyme đã pha loãng ở mức độ thích hợp vào ống chứa 2ml hồ tinh bột và 2ml đệm acetate. Cho 1ml hỗn hợp phản ứng vào ống chứa 3ml DNS để xác định lượng đường khử tại thời điểm 0 trước khi ủ ở nhiệt độ thí nghiệm trong 10 phút. Cho 1ml dịch mẫu sau khi đã ủ 10 phút vào các ống chứa 3ml DNS. Các ống được đun cách thủy 10 phút, sau đó làm nguội. Xác định mật độ quang tại bước sóng 520 nm, sử dụng ống đối chứng là dung dịch 3ml DNS và một ml nước cất.

Tính lượng đường khử tạo ra dựa trên đường chuẩn Gluco với hàm lượng từ 100 – 500 ug/ml

d.  Cách tính hoạt độ enzyme glucoamylase
Hoạt độ enzyme glucoamylase được biểu hiện bằng lượng gluco giải phóng bởi enzyme tác dụng trong thời gian 1 phút, ở điều kiện xác định.


- m: khối lượng CPE (g)
5.3.4. Phương pháp xác định hoạt độ enzyme cellulase

a.Nguyên tắc 

Cellulase thuộc nhóm enzyme thủy phân (Hydrolase), là enzyme thủy phân cellulase thành cellubiose qua việc xúc tác thủy giải liên kết 1,4-b-glucosid.
Để xác định hoạt độ enzyme cellulase, ta cẩn sử dụng CMC (carboxyl methyl cellulose) như cơ chất, ủ dịch chiết enzyme với CMC trong 24 giờ ở pH 5,5. Hệ enzyme cellulase sẽ tác dụng lên CMC, phóng thích các phân tử glucose, dựa vào hàm lượng glucose xác định hoạt độ enyzm cellulase.
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Hình 3.8: Mô hình hoạt động của enzyme cellulase trên bề mặt cellulose


b. Tiến hành


Hỗn hợp phản ứng gồm: 1ml dịch chiết, 3ml dung dịch cơ chất, 3ml dung dịch đệm. Ủ ở nhiệt độ phòng trong 24 giờ. Sau thời gian ủ, hỗn hợp được lọc qua giấy lọc để thu phần dịch trong.


Lấy 0,5 ml dịch lọc, pha loãng thành 20ml bằng nước cất trong ống nghiệm. Lấy 1ml dịch lọc đã pha loãng ở trên đem xác định hàm lượng glucose tạo thành bằng các phương pháp xác định hàm lượng đường khử. Từ hàm lượng glucose, xác định được hoạt độ cellulase.

5.3.5. Phương pháp xác định hoạt độ enzyme lipase
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Hình 3.9: Cấu trúc không gian của enzyme lipase

a. Nguyên tắc:

 
Xác định hoạt độ lipase theo hàm lượng acid béo được giải phóng ra từ lipid dưới tác dụng của lipase bằng dung dịch KOH.


Hoạt độ lipase được biểu thị bằng số ml KOH đã dùng để chuẩn độ acid béo tạo thành từ sự thủy phân lipid có trong 1 lít sữa.

b. Tiến hành


Lấy hai erlen 100ml, cho vào mỗi bình 10ml sữa tươi.


Bình 1 (bình thí nghiệm): cho vào 2ml lipase, lắc đều, đặt vào bình ổn nhiệt ở 37 – 400C trong 1 giờ.


Bình 2 (bình kiểm tra): đun sôi sữa trong bình, sau đó cho ngay 2ml lipase vào và đun sôi tiếp 5 phút. Để nguội đến nhiệt độ phòng, sau đó đặt vào bồn ổn nhiệt ở 37 – 400C trong 1 giờ.


Sau 1 giờ lấy bình ra, thêm vào mỗi bình 8ml cồn tuyệt đối, vài giọt phenolphtalein, chuẩn độ cả hai bình bằng KOH 0,1N. Từ lượng KOH cần chuẩn độ, xác định được lượng acid béo tạo thành sau khi thủy phân lipid bằng lipase và từ đó xác định được hoạt độ enzyme lipase.

5.3.6. Phương pháp xác định hoạt độ enzyme urease

Hoạt độ urease được xác định theo phương pháp so màu với thuốc thử  Nesler.


a. Nguyên tắc :


Dùng phản ứng màu với thuốc thử Nesler để định lượng amoniac được tạo thành trong phản ứng dưới tác dụng urease.


1 đơn vị hoạt tính urease là lượng enzyme  có thể tạo thành 1 (mol amonia mỗi phút ở 30oC trong đệm phosphat pH = 6.5.

b. Tiến hành:


Cho vào ống nghiệm 0,4 ml nước cất và 0,5 ml dung dịch urea 3% trong đệm phosphat 0,5M, pH=7.


Giữ ống nghiệm trong tủ ấm đến khi đạt 30oC. Sau đó thêm 0,1 ml dung dịch urease có độ pha loãng thích hợp, lắc đều, giữ 30 oC trong 5 phút.


Làm ngừng phản ứng bằng cách thêm 0,5 ml dung dịch HCl 1M lắc đều.


Xác định amoniac như sau: lấy 0,15 ml hỗn hợp phản ứng cho vào ống nghiệm, thêm 7 ml nước, 0,5 ml thuốc thử Nesler và thêm nước vào đến 10 ml.


Lắc đều, so màu trên máy quang điện với kính lọc màu xanh lục.


Mẫu đối chứng: thay 0,15 ml hỗn hợp phản ứng bằng nước cất.

 
c.Hóa chất:

- Dung dịch enzyme cần điều chỉnh pH đến 6,5. Cần pha loãng dung dịch enzyme thế nào để 0,1 ml enzyme trong điều kiện thí nghiệm tạo thành 0,1 – 0,25 mg nitơ amoniac.

- Thuốc thử Nesler: hòa tan 10 g KI trong 15 ml nước cất, thêm 15g HgI2, khuấy cẩn thận và thêm 80 ml dung dịch NaOH 50%. Khuấy đều, thêm nước cất cho đến 500 ml. Để một ngày đêm ở trong phòng, lọc qua bông thủy tinh, nhận được dung dịch trong suốt.

d.Lập đồ thị chuẩn:

 Chuẩn bị dung dịch gốc NH4Cl hoặc (NH4)2SO4 có chứa 50(g amoniac/1ml.

Lấy 7 bình định mức 10 ml, cho vào mỗi bình 8 ml nước cất. Hai bình dùng làm mẫu đối chứng để so màu, 5 bình còn lại, cho thêm vào các bình theo thứ tự  0,2; 0,4; 0,6; 0,8 và 1 ml dung dịch gốc.

Thêm vào tất cả 7 bình mỗi bình 0,5 ml thuốc thử Nesler, thêm nước cất vào cho đến vạch 10 ml. Lắc đều, đo OD trên máy quang điện kế với kính lọc màu xanh lục.

Thực hiện phản ứng tương tự như đã ghi ở phần trên.

Vẽ đồ thị biểu diễn sự biến thiên của mật độ quang ((OD) theo nồng độ NH3   chuẩn ((mol/ml).
------------------------------------------------------------------------------------------

TÓM TẮT CHƯƠNG 3

Điện di là phương pháp nhằm đánh giá mức độ tinh sạch của protein, cơ sở của phương pháp điện di đó là các phân tử protein khác nhau sẽ di chuyển với vận tốc khác nhau trong điện trường. Sự di chuyển khác nhau này có thể là do kích thước của protein hoặc là do điểm đẳng điện của protein là khác nhau giữa các loại khác nhau.
Sau khi đã được tinh sạch và điện di, protein thu được cần phải được kiểm tra để khẳng định chắc chắn đây là protein mục tiêu cần thu nhận. Để thực hiện điều này, người có thể thực hiện nhiều phương pháp nhưng thong dụng hơn cả đó là phương pháp lai thẩm tích (Western Blot), cơ sở của phương pháp này đó là dựa vào khả năng lien kết đặc hiệu giữa protein và kháng thể tương ứng.
Trong các phương pháp phân tích protein, xác định hàm lượng protein là nhằm để đánh giá lượng protein hiện diện trong đối tượng cần nghiên cứu là nhiều hay ít. Ngoài ra xác định hàm lượng protein còn là cơ sở để đánh giá chất lượng enzyme thu được thong qua giá trị hoạt độ riêng. Các phương pháp xác định hàm lượng protein thường sử dụng là phương pháp quang phổ, phương pháp Lowry, phương pháp Bradford, phương pháp acid bicinchronic.
Trong những nghiên cứu về enzyme, giá trị quan trọng để đánh giá chúng đó là khả năng xúc tác phản ứng hay còn gọi là hoạt độ enzyme. Hoạt độ enzyme biểu thị qua lượng cơ chất bị phân giải hoặc lượng sản phẩm tạo thành sau phản ứng enzyme. 
CÂU HỎI ÔN TẬP

1- Cơ sở lý thuyết của các phương pháp điện di trên gel polyacrylamide.

2- Trình bày nội dung của phương pháp điện di SDS-PAGE và điện di hai chiều.

3- Nguyên tắc và tiến trình thực hiện phương pháp lai thẩm tích.

4- Hãy trình bày nội dung của các phương pháp giải trình tự protein.
5- Hãy trình bày nguyên tắc của các phương pháp xác định hàm lượng protein.

6- Trình bày các phương pháp xác định hàm lượng protein.

7- Cần lưu ý những điều gì khi thực hiện phản ứng enzyme.

8- Hai phương pháp chính xác định hoạt độ enzyme là gì? Hãy trình bày nội dung từng phương pháp.

Chương 4.  CÔNG NGHỆ SẢN XUẤT ENZYME VÀ PROTEIN
Enzyme được sử dụng ngày càng rộng rãi trong nhiều lĩnh vực sản xuất như nông nghiệp, công nghiệp thực phẩm, công nghiệp dược, dệt may, thuộc da, sản xuất chất tẩy rửa, trong công nghệ gen... Nhu cầu enzyme ngày cang cao, vì vậy việc sản xuất các loại enzyme khác nhau để đáp ứng nhu cầu là hết sức cần thiết. Tương tự enzyme, các protein có hoạt tính sinh học cao như insulin, interferon, hormon rất cần cho việc bào chế các dược liệu để điều trị bệnh. Những loại protein và enzyme này chủ yếu được thu nhận từ nguồn sinh học. Trong chương này giới thiệu về công nghệ sản xuất một số loại enzyme và protein, chủ yếu là các loại enzyme và protein được biết đến nhiều và có nhu cầu lớn. Các phương pháp giới thiệu có tính tiêu biểu và trong một số trường hợp có thể áp dụng tương tự cho loại enzyme khác, đặc biệt là các qui trình sản xuất enzyme từ vi sinh vật.
1. SẢN XUẤT ENZYME TỪ NGUỒN VI SINH VẬT
Enzyme là chất xúc tác có cường lực mạnh, được sử dụng trong nhiều lĩnh vực, có giá trị kinh tế cao, tuy nhiên enzyme chưa thể điều chế được bằng con đường hóa học vì chỉ có tế bào sống mới có thể tổng hợp được enzyme. Để thu nhận enzyme người ta chiết tách chúng từ nguồn động vật, thực vật và vi sinh vật. Vi sinh vật là nguồn thu enzyme chủ yếu hiện nay trên thị trường. Hàng trăm enzyme được sản xuất từ vi sinh vật, trong đó ước tính hơn một nửa lượng enzyme được sản xuất ra hàng năm là từ nấm mốc và nấm men, trên một phần ba từ vi khuẩn, lượng enzyme thu nhận từ nguồn động vật khoảng 8% và từ thực vật khoảng 4%.
1.1. Đặc điểm của hệ enzyme vi sinh vật

Đặc điểm của hệ enzyme vi sinh vật là chúng có hoạt tính mạnh hơn enzyme của động vật và thực vật cùng loại. 
Hệ enzyme của vi sinh vật rất phong phú, hầu hết các loại enzyme đều có thể tìm thấy từ nguồn vi sinh vật. Tế bào vi sinh vật có thể tổng hợp cùng một lúc nhiều loại enzyme khác nhau. 
Hệ enzyme vi sinh vật có khả năng thay đổi bằng cách thay đổi điều kiện nuôi cấy như thay đổi pH, nhiệt độ, thành phần dinh dưỡng, và dùng các tác nhân điều chỉnh, do đó có thể sử dụng một loài vi sinh vật để thu một số loại enzyme theo ý muốn.
Khi sử dụng vi sinh vật làm nguồn thu enzyme, ta sẽ có lợi thế về thời gian vì vi sinh vật có khả năng sinh sản nhanh, vòng đời ngắn, có những loài vòng đời chỉ có 20 phút. Nhiều nghiên cứu cho thấy tốc độ tạo sinh khối vi sinh vật cao gấp ngàn lần so với tốc độ tăng sinh khối ở động vật và thực vật. Để đạt được tốc độ tăng sinh khối nhanh như vậy, vi sinh vật phải tổng hợp ra một lượng enzyme lớn để đáp ứng nhu cầu thu nhận thức ăn và các chuyển hóa trong tế bào. Người ta ước tính trong vòng 24 giờ vi sinh vật có thể chuyển hóa một lượng thức ăn gấp 30-40 lần so với trọng lượng cơ thể chúng. Vì vậy nên sử dụng vi sinh vật làm nguồn thu enzyme thì thời gian thu enzyme nhanh và rất có lợi. Bảng 4.1 giới thiệu một số enzyme được thu nhận từ nguồn vi sinh vật và ứng dụng của chúng:

Bảng 4.1:  Một số enzyme thu nhận từ nguồn vi sinh vật 

	Tên enzyme
	Mã số
	Tên vi sinh vật
	Nội bào/ ngoại bào
	Ứng dụng 

	1
	2
	3
	4
	5

	1. Enzyme vi khuẩn

	(-amylase
	3.2.1.1
	Bacillus
	Ngoại bào
	Tinh bột

	(-amylase
	3.2.1.2
	Bacillus
	Ngoại bào
	Tinh bột

	Glucose isomerase
	5.3.1.5
	Bacillus
	Nội bào
	Siro fructose

	Protease
	3.4.21.14
	Bacillus
	Ngoại bào
	Tẩy rửa

	Pullulanase
	3.2.1.41
	Kiebsiella,Bacillus
	Ngoại bào
	Tinh bột

	2. Enzyme của nấm sợi

	(-amylase
	3.2.1.1
	Aspergillus
	Ngoại bào
	Bánh mì

	Glucoamylase
	3.2.1.3
	Aspergillus
	Ngoại bào
	Tinh bột

	Catalase
	1.11.1.6
	Aspergillus
	Nội bào
	Thực phẩm

	Cellulase
	3.2.1.4
	Trichoderma
	Ngoại bào
	Chất thải

	Glucooxydase
	1.1.3.4
	Aspergillus
	Nội bào
	Thực phẩm

	Lactase
	3.2.1.23
	Aspergillus
	Ngoại bào
	Sữa

	Lipase
	3.1.1.3
	Rhizopus
	Ngoại bào
	Thực phẩm

	Pectinase
	3.2.1.15
	Aspergillus
	Ngoại bào
	Đồ uống

	Protease
	3.4.23.6
	Aspergillus
	Ngoại bào
	Bánh mì

	3. Enzyme nấm men

	Invectase
	3.2.1.25
	Saccharomyces
	Nội/ngoại 
	Mứt kẹo

	Lactase
	3.2.1.23
	Kluyveromyces
	Nội/ngoại 
	Sữa

	Lipase
	3.1.1.3
	Candida
	Ngoại bào
	Thực phẩm

	Raffinase
	3.2.1.11
	Saccharomyces
	Nội bào
	Thực phẩm


Hệ enzyme của vi sinh vật có thể thay đổi, để điều khiển sự tổng hợp enzyme ở vi sinh vật người ta có thể sử dụng các cách sau:

- Tác động vào bộ gen bằng cách gây đột biến hoặc cài thêm gen mới.
- Đưa chất cảm ứng (cơ chất đặc hiệu) vào môi trường nuôi cấy, kích thích sự tổng hợp enzyme. Đây là cách điều khiển thường được sử dụng đối với các enzyme dị hóa, tuy nhiên để đạt được kết quả, cần phải nắm vững về sinh lý của vi sinh vật. Sự tổng hợp enzyme trong tế bào chỉ được thực hiện khi có nhu cầu, vì vậy, người điều khiển không chỉ nắm rõ cơ chất nào cần đưa vào môi trường mà còn phải biết đưa vào thời điểm nào, với số lượng bao nhiêu cho phù hợp.
- Điều khiển theo cơ chế ức chế ngược bỡi sản phẩm cuối. Đây là cơ chế điều khiển sự tổng hợp protein và các chất trong tế bào, theo cơ chế điều khiển này thì khi sản phẩm cuối tạo ra nhiều, sẽ có tác dụng ức chế ngược đến quá trình tổng hợp ra nó, vì vậy lượng sản phẩm cuối sẽ không thể tăng lên quá một giới hạn nhất định. Nếu sản phẩm cuối là một enzyme mà mình muốn thu nhận, thì phải tìm cách tách nó ra khỏi quá trình hoặc tìm cách chuyển hóa sang một dạng khác thì quá trình tổng hợp ra enzyme đó mới được duy trì. Ngược lại, nếu muốn enzyme đó không được tổng hợp thì tìm cách gia tăng lên để ức chế ngược.
1.2. Qui trình sản xuất enzyme từ vi sinh vật
Qui trình sản xuất chế phẩm enzyme từ vi sinh vật bao gồm các giai đoạn sau:

- Phân lập, tuyển chọn và cải tạo giống vi sinh vật

- Nuôi cấy vi sinh vật để thu enzyme
- Tách và tinh chế enzyme
1.2.1. Phân lập, tuyển chọn và cải tạo giống vi sinh vật

Vi sinh vật có mặt ở mọi nơi: trong đất, trong nước, trong không khí. Hệ enzyme của các vi sinh vật khác nhau là không giống nhau, vì vậy để sản xuất một loại enzyme nào đó, thông thường, người ta tìm kiếm chủng vi sinh vật có khả năng tổng hợp enzyme đó cao từ môi trường bằng cách phân lập và sau đó tuyển chọn,  hoặc lấy từ bộ sưu tập giống có sẵn đã được tuyển chọn. Trong tự nhiên, các vi sinh vật có khả năng tổng hợp một enzyme nào đó cao thường là do chúng sống trên vùng có giàu cơ chất đó vì vậy nên nếu ta muốn phân lập vi sinh vật có khả năng tổng hợp enzyme protease cao thì phải tìm nơi có chứa nhiều protein, hay nếu muốn phân lập vi sinh vật có chứa enzyme amylase cao phải tìm nơi có nhiều tinh bột, vv...Thông thường, các vi sinh vật tự nhiên chỉ có khả năng sinh enzyme đến một giới hạn nhất định, phụ thuộc vào hoạt động của bộ gen của chúng. Để có một chủng vi sinh vật có thể sinh enzyme đặc biệt cao cần phải cải tạo giống. Phương pháp cải tạo giống hiệu quả hiện nay là tác động vào bộ gen bằng cách gây đột biến  và bằng kỹ thuật gen. 

Gây đột biến bằng các tác nhân vật lý như tia cực tím, tia X (rơnghen), tia (, hoặc bắn phá bằng các hạt electron, nơtron.., bằng tác nhân hóa học như nitrometylguanidin, etylmetylsulfonat, ...

Cải tạo giống bằng kỹ thuật gen là tác động vào bộ gen bằng cách đưa thêm gen mới vào (tái tổ hợp gen) hoặc tác động để làm mất sự kiểm soát cơ chế tổng hợp dẫn đến tổng hợp thừa enzyme mình quan tâm. Cải tạo giống bằng kỹ thuật gen vừa nhanh vừa hiệu quả. 

Trong công nghệ enzyme, giống quyết định những vấn đề quan trọng sau:
- Hiệu suất thu nhận sản phẩm. Giống có khả năng tổng hợp enzyme càng cao thì hiệu quả thu nhận càng lớn.

- Cường lực xúc tác của enzyme.
- Giá thành của sản phẩm và vốn đầu tư xây dựng nhà máy.


Bằng những kỹ thuật nâng cao chất lượng giống, người ta đã tạo ra những giống có khả năng sinh tổng hợp enzyme rất cao và được sử dụng trong sản xuất enzyme ở qui mô công nghiệp, tạo ra chế phẩm enzyme có chất lượng cao và giá thành thấp.

1.2.2. Nuôi cấy vi sinh vật để thu enzyme
Có hai phương pháp nuôi cấy vi sinh vật để thu chế phẩm enzyme là nuôi  trên môi trường rắn (nuôi cấy bề mặt) và nuôi trong môi trường lỏng (nuôi cấy chìm). Dù nuôi cấy theo phương pháp bề mặt hay phương pháp chìm thì vấn đề đầu tiên là phải chọn môi trường nuôi phù hợp cho mục đích sản xuất. 
1- Thành phần dinh dưỡng của môi trường
Thành phần dinh dưỡng của môi trường nuôi có tính đặc thù cho mỗi loại vi sinh vật, ngay cả trong trường hợp một loại vi sinh vật nhưng môi trường nuôi để sinh enzyme này hay enzyme khác là cũng không giống nhau. Nhưng nhìn chung trong môi trường dinh dưỡng phải có các thành phần chính sau:
Nguồn nitơ:  Nguồn nitơ có thể ở dạng nitơ vô cơ hoặc nitơ hữu cơ. Nitơ vô cơ như các muối (NH4)2SO4 , NaNO3 , (NH4)NO3 ... Nitơ hữu cơ như pepton, cao thịt, bột cá, cao nấm men, ... Khi sử dụng các muối vô cơ, cần lưu ý là chúng sẽ có ảnh hưởng đến pH của môi trường. Nếu sử dụng các muối amoni thì sau một thời gian, các vi sinh vật hấp thụ ion NH4+, còn các anion là các gốc axit (SO4-2) sẽ làm pH môi trường giảm, môi trường bị axit hóa, ngược lại, nếu sử dụng các muối nitrat thì vi sinh vật hấp thụ nguồn nitơ là nhóm (NO3-1), còn lại ion kim loại tự do sẽ làm kiềm hóa môi trường. Vì vậy, việc chọn nguồn nitơ thích hợp cho vi sinh vật tổng hợp một enzyme mà mình quan tâm là việc hết sức quan trọng. Nguồn nitơ sử dụng để tổng hợp các hợp chất chứa nitơ của cơ thể sống là protein, axit nucleic, axit amin, ...
Nguồn carbon: Nguồn carbon chủ yếu là các loại đường dễ hấp thụ như glucose, maltose, rỉ đường mía, rỉ đường củ cải, mật tinh bột, vv... hoặc các loại polysacchsrid như tinh bột, cellulose, vv... Nguồn carbon chính là nguồn gluxit cung cấp cho vấn đề sinh năng lượng cho hoạt động sống.

Muối khoáng và vitamin: Muối khoáng và vitamin hết sức cần thiết cho vi sinh vật sinh trưởng và phát triển vì vậy cần phải có đủ nhu cầu cần thiết.

Ngoài các thành phần chính như đã đề cập ở trên, để vi sinh vật sinh sản và phát triển, người ta còn đưa thêm vào môi trường các cơ chất, các chất kích thích nhằm định hướng cho sự tổng hợp loại enzyme mà mình cần.

2- Nuôi trên môi trường rắn (phương pháp bề mặt) 

Nguời ta sử dụng môi trường rắn có độ ẩm thích hợp để nuôi vi sinh vật. Vi sinh vật phát triển trên bề mặt của các hạt môi trường dinh dưỡng. Loại môi trường này người ta thường dùng các nguyên liệu tự nhiên như cám gạo, trấu, ngô, sắn, vv..., có thể bổ sung thêm nguồn dinh dưỡng khác để đảm bảo sự phát triển và tổng hợp enzyme. Tùy theo từng loại vi sinh vật và mục đích thu enzyme, người ta có thể bổ sung thêm nguồn nitơ vô cơ như muối sulphat amon, nitrat natri, urê hoặc nguồn nitơ hữu cơ như cao nấm men, cao ngô, dịch chiết malt, vv... Những loài vi sinh vật hiếu khí như nấm sợi, mốc thường nuôi trên môi trường rắn. Môi trường phải được làm ẩm (50÷60%) và tiệt trùng trước khi cấy vi sinh vật vào. Người ta thường trải môi trường trên bề mặt rộng (các khay rộng) rồi cấy vi sinh vật vào. Phải thiết kế có phòng nuôi chuyên dụng, đảm bảo giảm tối đa sự lây nhiễm các vi sinh vật từ bên ngoài và đảm bảo giữ độ ẩm thích hợp cho sự phát triển của vi sinh vật. 

Nuôi cấy bề mặt có một số ưu điểm sau:

- Nồng độ enzyme thu nhận cao hơn phương pháp nuôi trong môi trường lỏng.
- Không bị nhiễm trùng toàn bộ, những chỗ môi trường bị nhiễm trùng có thể loại bỏ cục bộ phần bị nhiễm.
- Ít tốn điện năng và sản phẩm có thể sấy khô dễ dàng.

Bên cạnh đó cũng có một số nhược điểm sau:

- Khó cơ giới hóa và tự động hóa.

- Tốn nhiều diện tích và tốn nhiều lao động thủ công.

- Khó khống chế tuyệt đối điều kiện vô trùng nên dễ bị nhiễm.

- Phương pháp này không thích hợp đối với trường hợp nuôi để thu enzyme nội bào vì tế bào vi sinh vật bám chặt vào các hạt môi trường khó có thể tách sạch được.

3- Nuôi trong môi trường lỏng (nuôi cấy chìm)

Phương pháp nuôi trong môi trường lỏng rất thích hợp cho vi khuẩn, nấm men, các loại vi sinh vật đơn bào. Đối với các vi sinh vật hiếu khí thì khi nuôi trong môi trường lỏng phải cấp khí bằng cách sục khí và khuấy trộn liên tục để không khí hòa tan liên tục vào môi trường vì vi sinh vật sử dụng chủ yếu là khí hòa tan. 
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Hình 4.1:  Mô hình 3 loại thiết bị lên men của Lefrancois
với các kiểu di chuyển của dòng khí

A : Đường cấp khí, M: Đường cấp môi trường, S: Đường tháo dịch 

Sục khí nghĩa là sử dụng máy nén khí để bơm không khí vào thiết bị lện men. Không khí phải được vô trùng bằng cách gia nhiệt và làm nguội rồi mới đưa vào thiết bị lên men hoặc có thể lọc vô trùng. Dòng không khí đẩy vào thiết bị lên men phải được phân phối đều khắp để đảm bảo lượng khí hòa tan cho vi sinh vật sử dụng. 

Nhờ sự chuyển động của dòng khí trong môi trường lỏng mà các chất dinh dưỡng, các tế bào vi sinh vật  cũng được phân phối đều khắp, làm tăng khả năng tiếp xúc của tế bào vi sinh vật với cơ chất và môi trường dinh dưỡng, làm tăng khả năng sinh sản, phát triển và tổng hợp enzyme. 
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Hình 4.2: Dòng chuyển động của dịch môi trường trong thiết bị lên men
 với các kiểu cánh khuấy khác nhau
	a: Dòng dịch chuyển động
theo phương thẳng đứng
	b: Dòng dịch chuyển động
theo phương  ngang


Trong sản xuất, hệ thống cấp khí và thiết bị lên men phải phù hợp và được nghiên cứu kỹ để tăng hiệu quả lên men. (Hình 4.1 ).

Khuấy trộn là quá trình cơ học, hệ thống cánh khuấy và môtơ được thiết kế lắp đặt trong các thiết bị lên men. Khi cánh khuấy chuyển động sẽ có tác dụng trộn đều môi trường, làm cho các tế bào vi sinh vật và môi trường không bị lắng xuống, làm tăng khả năng hòa tan khí vào môi trường, làm tăng khả năng trao đổi chất của vi sinh vật, lượng enzyme tổng hợp sẽ tăng lên. 

Hệ thống khuấy trộn là rất cần thiết, không chỉ trong trường hợp nuôi vi sinh vật hiếu khí mà ngay cả trong trường hợp nuôi vi sinh vật yếm khí. Cấu tạo của cánh khuấy và cách lắp đặt cánh khuấy trong thiết bị lên men quyết định cho dòng chuyển động của dịch môi trường và tế bào vi sinh vật trong thiết bị lên men (Hình 4.2). Trong thiết bị lên men nuôi vi sinh vật hiếu khí vừa có hệ thống sục khí, vừa khuấy trộn thì sẽ làm tăng khả năng hòa tan của oxy vào môi trường, vì khi cánh khuấy hoạt động sẽ làm vỡ nhỏ các bóng khí, làm tăng diện tích tiếp xúc với môi trường, đồng thời, làm cho các bọt giữ lâu hơn trong dịch môi trường. Nuôi cấy chìm thường tạo nhiều bọt nên phải sử dụng các chất phá bọt như Tween 20, axit oleic, vv ...
Trong nuôi cấy chìm, dịch môi trường lỏng được bơm vào thiết bi lên men và thanh trùng, sau khi thanh trùng hạ nhiệt độ, cấy giống vào và nuôi trong thời gian nhất định. Trong quá trình nuôi, tùy theo loài vi sinh vật mà có chế độ sục khí, khuấy trộn cho phù hợp. Phương pháp nuôi trong môi trường lỏng có những ưu điểm sau:
- Diện tích sản xuất nhỏ hơn phương pháp nuôi trên môi trường rắn.

- Năng suất cao, dễ cơ giới hóa và tự động hóa.
- Dễ kiểm soát các điều kiện lên men như pH, nhiệt độ, chế độ cấp khí, ...

- Vi sinh vật sử dụng môi trường dinh dưỡng triệt để hơn nên hiệu suất thu nhận enzyme cao.

- Enzyme thu được ít lẫn tạp chất hơn phương pháp bề mặt.

Tuy nhiên phương pháp nuôi cấy chìm cũng có một số nhược điểm:

- Tốn nhiều điện năng do phải sục khí, khuấy trộn liên tục.
- Nếu bị nhiễm thì phải loại bỏ toàn bộ mẻ dịch lên men.


Phương pháp nuôi cấy chìm là một phương pháp tiến bộ và hiện đại, được áp dụng rộng rãi ở nhiều nước phát triển.
1.3. Thu nhận một số chế phẩm enzyme từ vi sinh vật
1.3.1. Thu nhận enzyme amylase  
1- Phân loại enzyme amylase
Hiện nay người ta chia amylase ra làm sáu loại, được xếp vào hai nhóm: Endoamylase (enzyme nội bào) và exoamylase (enzyme ngoại bào).
- Endoamylase gồm có α-amylase và nhóm enzyme khử nhánh. Nhóm enzyme khử  nhánh này được chia thành hai loại: khử trực tiếp là Pullulanase (hay α-dextrin 6- glucose), khử gián tiếp là transglucosylase (hay oligo-1,6-glucosidase) và amylose -1,6-glucosidase. Các enzyme này thủy phân các liên kết bên trong của chuỗi polysaccharid.

- Exoamylase gồm có β - amylase và γ - amylase. Đây là những enzyme thủy phân tinh bột  từ đầu không khử của chuỗi polysaccharid. 

a. α-amylase (Tên hệ thống α-1-4-glucanhidrolase)

Enzyme này xúc tác thủy phân liên kết α-1-4-glycozit nằm ở bên trong của các phân tử tinh bột, glycogen. Dưới tác dụng của α-amylase, amylose (Am) bị phân cắt thành các oligosaccharid gồm 6 ÷7 gốc glucose. Sau đó các oligosaccharid này bị phân cắt thành maltotetrose, maltotriose và maltose. Sau một thời gian dài dưới tác dụng của α-amylase, amylose sẽ bị thủy phân thành 23 % glucose và 87 % maltose.

Đối với amylopectin (Ap), quá trình cũng xảy ra tương tự nhưng vì  α- amylase không phân cắt được liên kết α-1-6-glycozit ở mạch nhánh của phân tử amylopectin nên sản phẩm thủy phân sẽ gồm 72% maltose, 19% glucose, 8% dextrin phân tử thấp và izomaltose.


Tuy nhiên, trong một khoảng thời gian ngắn (30÷60 phút), α-amylase chỉ thủy phân tinh bột chủ yếu thành dextrin thấp phân tử và một ít đường maltose. Vì vậy, người ta gọi enzyme này là amylase dextrin hay amylase dịch hóa.

b. (-amylase (-1-4-glucan-maltohidrolase)


Enzyme này xúc tác thủy phân liên kết α-(1-4)-glycozit, tuần tự từng gốc maltose một bắt đầu từ đầu không khử của mạch. Nó hầu như không thủy phân hạt tinh bột nguyên mà chỉ thủy phân tinh bột đã được hồ hóa. Nó có khả năng thủy phân 100% amylose thành maltose và 54÷55% amylopectin thành maltose. Quá trình thủy phân amylopectin bắt đầu từ đầu không khử của nhánh ngoài cùng, mỗi nhánh này có khoảng 20÷26 gốc glucose nên sẽ tạo ra được khoảng 10÷13 phân tử maltose. Khi gặp liên kết α-(1-4)  đứng kề cận liên kết α-(1-6) ​thì -amylase ngừng tác dụng. Phần còn lại không bị tác dụng gọi là β-dextrin chứa tất cả các liên kết α-1-6-glycosit. Vì vậy, nếu cho cả α và β-amylase đồng thời thủy phân tinh bột thì hiệu suất thủy phân có thể đạt 95%.

c. Glucoamylase (α-1-4-glucan glucohidrolase)


Enzyme này thủy phân liên kết α-(1-4) và α-(1-6)​ được tách ra lần đầu tiên từ Aspergillus awamori. Sau đó, nó còn được tìm thấy ở Asp.niger, Asp.oryzae và các vi sinh vật khác.


Glucoamylase là enzyme ngoại bào, nó thủy phân cả liên kết α-(1-2) và α-(1-3) glycozit. Nó có khả năng thủy phân hoàn toàn tinh bột, glycogen, amilopectin, amylose, dextrin, maltose, vv... đến sản phẩm cuối cùng là glucose.


Đa số glucoamylase đều hoạt động được ở điều kiện pH thấp: pHopt = 3,5÷5 và nhiệt độ cao: topt = 50÷60ºC. Hiện nay enzyme này đang đứng đầu về mặt hiệu quả thủy phân tinh bột và các sản phẩm trung gian. Vì thế, việc sử dụng glucoamylase tách từ các chủng vi sinh vật có ý nghĩa rất lớn trong sản xuất rượu, bia, mạch nha, vv...

Asp.oryzae là một trong những chủng nấm mốc có khả năng tổng hợp glucoamylase cao cũng như các loại enzyme amylase khác. Vì vậy, nghiên cứu các điều kiện để tuyển chọn, nuôi cấy Asp.oryzae cho hiệu quả cao có ý nghĩa quan trọng trong việc sản xuất các chế phẩm enzyme từ vi sinh vật nói chung và từ nấm mốc nói riêng.

d. Oligo-1, 6-glycosydase

Thủy phân các liên kết α-1-6-glycozit trong izomaltose, các dextrin tới hạn và chuyển hóa chúng đến các loại đường có thể lên men được. Các loài nấm mốc như Asp.awamori, Asp.usami, Asp.oryzae có khả năng sinh tổng hợp enzyme này.

e.  α-glycosydase (maltase):


Enzyme này có tác dụng thủy phân đường maltose thành glucose nhưng lại không có khả năng thủy phân tinh bột. Do đó, nó giúp cho quá trình lên men cuối chuyển đường thành rượu etylic, nâng cao hiệu suất lên men. Nhiều loại nấm mốc có khả năng sinh tổng hợp ra enzyme này.

f. Transglucosylase

Enzyme này thường tồn tại song song với glucoamylase trong chế phẩm của các nấm mốc Aspergillus. Nó có hoạt tính thủy phân và hoạt tính vận chuyển nhóm. Nó không những thủy phân maltose thành glucose mà còn tổng hợp nên izomaltose, izotriose. Tức là khả năng chuyển gốc glucose đến gắn nó vào phân tử maltose hoặc gắn vào một phân tử glucose khác bằng liên kết α-1-6-glucoside để tạo thành các phân tử nói trên. Sự có mặt của các enzyme này trong các chế phẩm enzyme amylase dùng để biến hình tinh bột là điều không mong muốn, vì nó xúc tác sự tổng hợp lại các izosaccharid từ chính các sản phẩm thủy phân tinh bột. Vì vậy làm giảm hiệu suất đường hóa, các sản phẩm thủy phân có vị đắng không mong muốn.

2- Các loại vi sinh vật có khả năng tổng hợp amylase cao

Hiện nay người ta biết được nhiều loại vi sinh vật có khả năng tổng hợp amylase cao, những vi sinh vật này được phân lập chủ yếu từ môi trường tự nhiên. Hệ enzyme amylase của mỗi loài vi sinh vật khác nhau là không giống nhau, tỉ lệ giữa các loại enzyme trong hệ khác nhau. 
                     Bảng 4.2: Một số vi sinh vật sinh amylase cao
	Nấm sợi
	Nấm men
	Vi khuẩn

	Aspergillus oryzae

Aspergillus niger

Aspergillus usamii

Aspergillus awamori

Aspergillus batatae
	Saccharomyces 

Candida

Endomycopsis

Endomyces


	Bacillus subtilis

Bacillus diastasa

Bacillus coagulans

Bacillus circulans

Bacillus diastaticus


Bằng phương pháp cải tạo giống hiện nay người ta thu được các chủng có khả năng tổng hợp nhiều amylase và enzyme có khả năng chịu nhiệt, các chủng này sử dụng trong sản xuất chế phẩm thương mại. Bảng 4.2 giới thiệu một số chủng vi sinh vật được sử dụng để thu amylase.

Hệ amylase của nấm mốc thường chứa chủ yếu  (-amylase, glucoamylase và transglucosylase. Aspergillus oryzae tạo nhiều (-amylase, nhưng ít transglucosylase, Aspergillus awamori, Aspergillus niger tạo nhiều glucoamylase nhưng ít (-amylase. 


Vi khuẩn có khả năng sinh trưởng và phát triển mạnh và tổng hợp nhiều amylase, từ một số loài vi khuẩn ưa nhiệt như Bacillus circulans, Bacillus diastaticus có thể thu nhận enzyme chịu nhiệt.

3- Nuôi nấm sợi trên môi trường rắn để thu amylase

Thành phần môi trường và điều kiện nuôi vi sinh vật đóng vai trò hết sức quan trọng, có tính chất quyết định cho lượng enzyme sinh ra. Các nấm sợi như Aspergillus oryzae, Aspergillus awamori, vv... là những chủng hay dùng để thu enzyme.
 
Cấu tử chính của môi trường: Môi trường sử dụng trong nuôi nấm sợi trên môi trường rắn để thu amylase là cám gạo, cám mì. Cám gạo có khoảng 20% tinh bột, 10-15% chất béo, 10-14% protein, và các chất khác như cellulose, khoáng chất, vitamin, vv... Cám mì có 16-22%, tinh bột có 10-12% protein, trong đó có các axit amin cần thiết cho vi sinh vật phát triển, 3-4% chất béo, và các thành phần khác như khoáng chất, vitamin vv... Chất lượng của cám gạo, cám mì ảnh hưởng tới hoạt lực của enzyme amylase sinh ra. Ngoài ra, người ta còn bổ sung thêm một số thành phần khác để tăng dinh dưỡng như nước chiết mầm lúa mạch, cao nấm men hay để tăng độ xốp người ta có thể bổ sung thêm trấu, mùn cưa.
Độ ẩm của môi trường: Độ ẩm môi trường nuôi khoảng 50-60%, độ ẩm tăng quá 70% sẽ làm giảm độ thoáng khí của môi trường còn nếu thấp hơn 50% sẽ kìm hãm sự phát triển và khả năng tạo enzyme của nấm sợi. Độ ẩm môi trường phải ổn định trong suốt thời gian nuôi.

Cần thông khí liên tục trong suốt thời kỳ sinh trưởng của nấm sợi. Chế độ thông khí có thể liên tục hay gián đoạn tùy thuộc vào chiều dày của môi trường nuôi và khoảng cách bố trí giữa các khay.
Nhiệt độ nuôi: Nhiệt độ nuôi tùy thuộc vào chủng loại vi sinh vật. Để giữ cho nhiệt độ phòng nuôi ổn định cần hiểu rõ đặc điểm sinh lý của chúng. Đối với nấm mốc chu kỳ sinh trưởng  trên môi trường rắn có thể chia làm 3 thời kỳ sau:
- Thời kỳ nảy mầm của bào tử (khoảng 10÷11 giờ đầu tiên), trong thời kỳ này phòng nuôi phải giữ độ ẩm cao và nhiệt độ duy trì  ở 32÷38ºC.

- Thời kỳ sinh trưởng của hệ sợi, kéo dài khoảng 4÷18 giờ. Thời kỳ này nấm hô hấp mạnh nên tỏa nhiều nhiệt dẫn đến làm tăng nhiệt độ ở phòng nuôi, vì vậy, cần có chế độ bình ổn nhiệt để không làm phòng nuôi tăng nhiệt.
- Thời kỳ tạo enzyme mạnh, kéo dài khoảng 10÷20 giờ. Ở thời kỳ này, quá trình trao đổi chất giảm dần, sự tỏa nhiệt cũng giảm. Đối với đa số vi sinh vật thì giai đoạn này nên hạ nhiệt độ thấp hơn giai đoạn đầu 3÷4ºC. Kết quả nghiên cứu cho thấy lượng enzyme sinh ra ở những ngày đầu rất ít, nhưng ở các giai đoạn sau sự tổng hợp enzyme ngày một mạnh thêm.

Thời gian nuôi: Thời gian nuôi để có thể thu enzyme cao nhất phải được xác định bằng thực nghiệm trên môi trường và điều kiện nuôi cụ thể. Đối với nấm mốc Aspergillus thì sự tạo enzyme cực đại thường kết thúc khi nấm bắt đầu sinh bào tử. Trong điều kiện thoáng khí tốt thì thời gian nuôi Aspergillus oryzae 476 là 24÷25 giờ, Aspergillus oryzae 8F1 là 30÷36 giờ, và Aspergillus awamori là 36 giờ. Thời gian nuôi phải được xác định cho mỗi chủng trong từng điều kiện cụ thể.
4- Nuôi vi sinh vật trên môi trường lỏng để thu amylase

Hầu hết các loại vi sinh vật đều có thể nuôi trong môi trường lỏng. Hiện nay, nhiều loại thiết bị lên men được thiết kế phù hợp cho việc nuôi các loại vi sinh vật. Trong phần này chỉ trình bày chủ yếu là nuôi vi khuẩn để thu amylase.


Một số vi khuẩn sử dụng làm nguồn thu enzyme amylase như: Bacillus subtilis, Clostridium pasterianum, Bacillus diastaticus, vv... Ở Anh, Pháp, Đan Mạch, Nhật Bản người ta dùng Bacillus subtilis làm nguồn thu amylase chính.

Môi trường nuôi: Cấu tử chính của môi trường nuôi Bacillus subtilis là bột ngô. Ngoài ra, người ta còn có thể bổ sung một số chất hiệp trợ khác như: Lactose, K2SO4, NaCl, MgSO4. Có thể nuôi Bacillus subtilis bằng nước chiết cám 20% hay bằng môi trường Namura cải tiến, có các thành phần sau: 2% tinh bột; 0,067M (NH4)2HPO4 ; 0,2M KCl; 0,002M MgSO4.7H2O; 0,001M CaCl2 và dịch chiết đậu nành 5%; pH môi trường 7,2. Vấn đề chọn thành phần môi trường để thu lượng enzyme cao là rất quan trọng, do vậy cần khảo sát cụ thể cho từng trường hợp cụ thể. Amylase là loại enzyme được tổng hợp theo cơ chế cảm ứng nên trong môi trường phải có thành phần tinh bột.

Nhiệt độ nuôi: Nhiệt độ nuôi ảnh hưởng đến khả năng sinh sản, phát triển và tổng hợp enzyme ở vi sinh vật. Không tuân thủ đầy đủ chế độ nhiệt độ sẽ dẫn đến làm giảm hoạt lực enzyme. Đối với Bacillus subtilis thì nhiệt độ nuôi thích hợp là 37oC. Nhiệt độ nuôi ảnh hưởng rất lớn đến độ bền nhiệt của enzyme tạo thành. Ví dụ nuôi Bacillus coagulans ở 35oC và 55oC thì enzyme amylase sinh ra có khả năng chịu nhiệt khác nhau. Enzyme amylase thu nhận ở trường hợp nuôi ở 35oC bị mất 90 ÷94% hoạt tính khi giữ ở 90oC trong một giờ, trong lúc đó, enzyme amylase  thu nhận ở trường hợp nuôi ở 55oC  chỉ bị mất hoạt tính có 12%.

Sục khí và khuấy trộn: Đối với vi sinh vật hiếu khí thì việc sục khí và khuấy trộn là hết sức cần thiết. Ví dụ đối với vi khuẩn Bacillus subtilis, nuôi ở thùng lên men nhân giống có cánh khuấy làm việc liên tục, lượng khí vô trùng sục vào môi trường với lưu lượng  40m3 khí/1m3 môi trường/giờ, còn nuôi ở thùng lên men sản xuất enzyme thì cánh khuấy cũng phải làm việc liên tục và lưu lượng khí sục vào mạnh hơn 60m3 khí/1m3 môi trường/giờ. Chế độ sục khí tùy thuộc vào loài vi sinh vật và nó ảnh hưởng rất lớn đến lượng enzyme sinh ra.
1.3.2. Thu nhận enzyme protease 

Protease là nhóm enzyme phân giải protein. Protease được sử dụng khá phổ biến trong công nghệ thực phẩm như trong quá trình sản xuất bia, sản xuất fromage, sản xuất nước chấm, trong chế biến thịt, cá. Ngoài ra, protease còn được sử dụng trong công nghiệp thuộc da, trong sản xuất chất tẩy rửa, trong y dược, vv... Protease thu nhận từ nguồn vi sinh vật có hoạt tính mạnh, giá thành rẻ nên rất được ưa chuộng trên thị trường.

1- Phân loại enzyme protease

Năm 1984, hiệp hội Hoá sinh và Sinh học phân tử quốc tế đã đề nghị sử dụng thuật ngữ "peptidase" để chỉ các enzyme thuỷ phân liên kết peptid. Thuật ngữ protease cũng được sử dụng một cách rộng rãi, đồng nghĩa với peptidase.


Dựa vào vị trí của liên kết peptid bị thuỷ phân trong mạch phân tử protein, người ta chia peptidase ra làm 2 nhóm là:

- Exopeptidase: Xúc tác thuỷ phân các mối liên kết peptid đầu mạch phân tử.

- Endopeptidase: Xúc tác thuỷ phân thuỷ phân các mối liên kết peptid nội mạch phân tử. Thuật ngữ proteinase cũng được sử dụng đồng nghĩa với endopeptiase.

Serine proteinase: Là những proteinase có nhóm –OH của serin trong trung tâm hoạt động. Các serin proteinase có tính đặc hiệu cơ chất tương đối rộng, thường hoạt động ở vùng trung tính và kiềm tính. Nhiều vi sinh vật có khả năng tổng hợp loại enzyme này, trong đó có cả nhóm vi khuẩn Bacillus subtilis. 

Cysteine proteinase: Các proteainse thuộc nhóm này có nhóm –SH của cystein trong trung tâm hoạt động. Các cystein protease thường hoạt động tốt ở vùng trung tính, có tính đặc hiệu cơ chất rộng và chỉ hoạt động được khi nhóm –SH trong trung tâm hoạt động không bị bao vây. Các cystein proteinase tiêu biểu là papain, bromelain, actinidin.


Aspartic proteainse: Trung tâm hoạt động có chứa nhóm –COOH của axit aspartic. Một số aspartic tiêu biểu như pepsin, chymosin, renin là những enzyme protease trong hệ tiêu hoá của người và động vật


Metalloproteinase: Trung tâm hoạt động của các enzyme này có chứa ion kim loại nên khi cho tác dụng với EDTA thì hoạt tính của enzyme bị giảm mạnh. Nhóm protease này được tìm thấy ở một số loài vi khuẩn. 



Hình 4.3: Sơ đồ phân loại enzyme protease

Aminopeptidase: Enzyme thủy phân liên kết peptid giữa 2 axit amin mà một trong đó có chứa nhóm - NH2 tự do. Như vậy enzyme sẽ thủy phân các liên kết peptid từ đầu chứa nhóm - NH2 đến đầu có chứa nhóm - COOH của chuỗi polypeptid.

Carboxypeptidase: Enzyme thủy phân liên kết peptid giữa 2 axit amin mà một trong đó có chứa nhóm -COOH tự do. Như vậy enzyme sẽ thủy phân các liên kết peptid từ đầu chứa nhóm - COOH đến đầu có chứa nhóm - NH2 của chuỗi polypeptid.

Ngoài ra, dựa vào vùng pH hoạt động thích hợp người ta còn chia các protease thành 3 nhóm sau: Protease-axit, Protease-kiềm và Protease-trung tính.

2- Một số vi sinh vật có khả năng tổng hợp protease cao
Bảng 4.3: Một số vi sinh vật thuộc chi Bacillus có khả năng tổng hợp mạnh      protease 

	TT                
	Tên vi sinh vật
	Loại enzyme protease

	1
	Bacillus subtilis
	Trung tính và kiềm tính

	2
	Bacillus  coagulants
	Kiềm tính

	3
	Bacillus  licheniformis
	Trung tính, kiềm tính

	4
	Bacillus mesentericus
	Trung tính và axit

	5
	Bacillus pumilus
	Kiềm tính

	6
	Bacillus amyloliquefaciens
	Trung tính


Protease vi sinh vật thương mại được thu nhận chủ yếu từ vi khuẩn và nấm mốc. Vi khuẩn thuộc chi Bacillus thường có khả năng tổng hợp protease cao và là nguồn nguyên liệu để sản xuất enzyme hiện nay. Các protease của vi khuẩn có khả năng hoạt động ở pH khá rộng nên được nhiều nhà sản xuất và ứng dụng ưa thích. Protease thu nhận từ một số loài nấm mốc như từ Rhizopus rhizopodiformis thu nhận proteinase axit tính, từ Aspergillus oryzae cũng có thể thu nhận proteinase có khả năng hoạt động trong phạm vi pH rất rộng (pH 4÷11). Bảng 4.3 giới thiệu một số loài vi khuẩn thuộc chi Bacillus có enzyme protease cao.

Protease của nấm mốc thể hiện tính đặc hiệu cơ chất cao, tuy nhiên tốc độ phản ứng thấp hơn và mức độ chịu nhiệt kém hơn so với các enzyme của vi khuẩn. 

3- Nuôi cấy để thu nhận protease
Để thu nhận protease từ nguồn vi sinh vật cũng thực hiện quan các công đoạn tương tự như các enzyme khác. Bước đầu chọn giống vi sinh vật có khả năng tổng hợp enzyme cao. Sau khi có giống, bước tiếp theo là chọn phương pháp nuôi: nuôi trên môi trường rắn hay trong môi trường lỏng. Khi đã quyết định phương pháp nuôi, có nghĩa là đã sẵn sàng về điều kiện thiết bị, mặt bằng thì phải chọn môi trường nuôi và điều kiện nuôi: pH, nhiệt độ, chế độ thông độ thông khí, thời gian nuôi, vv ... và cuối cùng là tách chiết và tinh chế enzyme để tạo sản phẩm.

Để thu nhận protease có thể sử dụng phương pháp nuôi trên môi trường rắn hoặc trong môi trường lỏng. Nhiều nghiên cứu cho rằng, sử dụng phương pháp bề mặt kinh tế hơn phương pháp chìm. Hiện nay phương pháp bề mặt được sử dụng rộng rãi ở Nhật. Điều kiện nuôi như nhiệt độ, pH, chế độ khí phụ thuộc vào chủng loại vi sinh vật. Đối với nấm sợi, nhiệt độ nuôi 20÷31oC, độ ẩm môi trường 50÷55%. Đối với vi khuẩn nhiệt độ nuôi thích hợp là 37÷38oC.

1.3.3. Thu nhận enzyme pectinase 
Pectinase là enzyme phân giải pectin, là một loại polysaccharid của thực vật  được cấu tạo từ các dẫn xuất của đường galactose là galacturonic, trong đó một số gốc galacturonic bị mytyl hóa (nhóm -COOH thay bằng -COOCH3). Ở thực vật pectin tồn tại dưới 2 dạng: protopectin không hòa tan và pectin hòa tan. Protopectin nằm liên kết với thành tế bào. Ở quả khi còn xanh thì pectin nằm dưới dạng protopectin nên tạo độ chắc cho quả, khi quả chín nhờ enzyme chuyển protopectin thành pectin hòa tan làm quả mềm. Enzyme pectinase đóng vai trò quan trọng trong sản xuất nước quả ép.

1- Phân loại enzyme pectinase
Dựa vào cơ chế tác dụng người ta phân enzyme enzyme pectinase thành các loại sau:

- Pectinesterase: enzyme xúc tác phản ứng thủy phân các nhóm metyl ester, enzyme thường tấn công vào nhóm metyl ester (-COOCH3) nằm kề nhóm carboxyl 
(-COOH) không ester hóa trong mạch phân tử pectin. Sản phẩm tạo thành là rượu metylic (CH3OH) và axit pectic (mạch phân tử pectin không mytyl hóa). Enzyme này tìm thấy ở thực vật và vi sinh vật. Ở vi sinh vật là enzyme ngoại bào, còn ở thực vật thì chúng nằm ở xoang ngoài màng sinh chất nhưng trong màng tế bào (enzyme periplasmic). Ở quả enzyme này thường tăng trong giai đoạn quả bắt đầu chín. Pectinesterase của thực vật tấn công vào hoặc đầu không khử hoặc gắn với nhóm carboxyl tự do và tiếp tục phân cắt dọc phân tử tạo ra khối axit galacturonic không bị ester hóa.

- Polygalacturonase (còn có tên gọi là (-(1-4) galacturoniglucano-hydrolase:  xúc tác phân cắt mối liên kết (-(1-4) glycozit trong phân tử pectin. Polygalacturonase là một phức hệ enzyme, có loại phân cắt ngẫu nhiên các liên kết (-(1-4) glycozit, có loại phân cắt liên kết (-(1-4) glycozit bắt đầu từ đầu không khử.  Enzyme này có ở thực vật và ci sinh vật. Enzyme làm giảm độ nhớt của dung dịch axit pectic.

- Pectatelyase: xúc tác phân cắt các đơn vị galacturonic không bị ester hóa. Cơ chất thích hợp là axit pectic (mạch pectin không bị metyl hóa, chỉ có nhóm -COOH và không có nhóm -COOCH3) hay pectin có chỉ số metyl hóa thấp. Pectatelyase có hai loại: endo-pectatelyase và exo-pectatelyase, cả hai loại đều cần ion Ca+2 để hoạt động. Pectatelyase không tìm thấy ở cây xanh, nhưng có ở vi  khuẩn và nấm, là enzyme ngoại bào. Vi sinh vật gây bệnh cho thực vật tiết enzyme này để phá hủy thành tế bào thực vật làm mềm và làm mục mô thực vật.

Ngoài ra còn có: (-(1-4) galacturonite-methylesterglucanoliase, (-(1-4) galacturonite-glucanoliase, là những enzyme tác dụng lên pectin và axit pectic.

2- Vi sinh vật có khả năng tổng hợp pectinase cao
Enzyme pectinase tìm thấy ở nấm mốc, nấm men và vi khuẩn, trong đó nấm mốc có hệ enzyme phong phú. Bảng 4.4 giới thiệu một số vi sinh vật tổng hợp pectinase. Các loại vi sinh vật sinh pectinase phân bố trên bề mặt của quả, thân lá. Khi quả bị hư hỏng hay cây chế chúng sẽ phá hủy nhanh chóng.

Bảng 4.4:  Một số vi sinh vật tổng hợp pectinase

	TT
	Loại vi sinh vật
	Tên vi sinh vật

	1
	Nấm mốc
	Penicillium glaucum

	
	
	Penicillium ehrlichii

	
	
	Penicillium chrysogenum

	
	
	Penicillium expannam

	
	
	Penicillium cilrimim

	
	
	Aspergillus awamori

	
	
	Aspergillus foeticus

	
	
	Aspergillus niger

	
	
	Aspergillus terrus

	2
	Nấm men
	Saccharomyces fragilis

	3
	Vi khuẩn
	Bacillus polymyxa

	
	
	Flavobacterium pectinovorum

	
	
	Klebsiella aerogenes

	
	
	Lactobacillus plantarun

	
	
	Clostridium pectinofermentants

	
	
	Clostridium felsineum


3- Nuôi vi sinh vật để thu nhận enzyme pectinase 

Pectinase hiện nay được thu nhận chủ yếu từ nguồn vi sinh vật. Đối với các loại nấm sợi người ta sử dụng cả hai kiểu nuôi: Nuôi cấy bề mặt và nuôi cấy chìm. Nuôi theo phương pháp bề mặt, môi trường có thể sử dụng là cám gạo, cám mì, bã củ cải và thóc mầm. Nguồn nitơ vô cơ bổ sung là các muối amon. Đối với Aspergillus awamori nhiệt độ nuôi là 30oC, thời gian nuôi là 40 giờ, sau đó giảm nhiệt độ xuống 24oC và nuôi đến 52 giờ. Sản phẩm sau lên men được sấy khô và đóng gói thành chế phẩm enzyme thô.

Khi nuôi bằng phương pháp chìm, đối với nấm mốc phải sục khí để cung cấp oxy hòa tan cho nấm. Trong môi trường lỏng, sự tích tụ enzyme bắt đầu khi sự phát triển của vi sinh vật gần đến pha ổn định. 

Một số chủng được nuôi yếm khí để thu enzyme như Clostridium pectino-fermentants hay Clostridium felsineum. Clostridium pectinofermentants tích lũy enzyme mạnh ở pha tăng trưởng, tăng đồng thời với sự tích lũy sinh khối và đạt mức tối đa ở pha cân bằng. 

Để thu chế phẩm enzyme khi nuôi trong môi trường lỏng, người ta tách tế bào vi sinh vật ra và thu dịch môi trường. Vì đây là enzyme ngoại bào nên chúng được tích lũy ở môi trường. Dịch môi trường được cô đặc chân không ở nhiệt độ thấp đến khi nồng độ chất khô đạt 5÷8 %, sau đó sấy phun thu chế phẩm enzyme thô.

Có thể thu chế phẩm enzyme từ dịch môi trường sau khi tách tế bào vi sinh vật bằng cách kết tủa với muối (NH4)2SO4 , hoặc với dung môi hữu cơ. Cần lưu ý rằng nếu để lâu trong dung môi hữu cơ thì hoạt độ enzyme sẽ giảm.
1.3.4. Thu nhận  enzyme cellulase 

Cellulase là một hệ enzyme, xúc tác sự thuỷ phân cellulose thành cellobiose và cuối cùng thành glucose. Cellulase được sinh ra từ quá trình trao đổi chất của các vi sinh vật như vi khuẩn, nấm men, xạ khuẩn. Ngoài ra, người ta còn tìm thấy cellulase ở thực vật và động vật. 

Cellulase là một trong những enzyme đóng vai trò quan trọng trong quá trình chuyển hóa vật chất hữu cơ trong tự nhiên và có ý nghĩa rất lớn trong sản xuất thực phẩm và trong xử lý môi trường. Các nghiên cứu ứng dụng enzyme này diễn ra chậm hơn so với amylase và protease.

1- Phân loại enzyme cellulase
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Hình 4.4: Cơ chế phản ứng thuỷ phân của hệ enzyme cellulase

Hệ enzyme cellulase gồm có 3 enzyme chính: 

- Endo-
[image: image36.wmf]b

-glucanase (EC 3.2.1.4), có khả năng phân cắt liên kết 
[image: image37.wmf]b

(1-4) glycosit ở bất cứ chỗ nào bên trong mạch phân tử cellulose, sản phẩm phân giải là cellodextrin, cellobiose và glucose.

- Exo-
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-glucanase (
[image: image39.wmf]b

-glucan cellobiohydrolase) (EC 3.2.1.91), xúc tác phân cắt một cách liên tiếp các đơn vị cellobiose từ đầu không khử của mạch phân tử cellulose.

- 
[image: image40.wmf]b

-glucosidase (EC 3.2.1.21), hay còn gọi là cellobiase thuỷ phân cellobiose thành glucose. Enzyme này không có khả năng phân giải cellulose nguyên thủy. Ba loại phản ứng của các enzyme trên được minh họa bằng hình 4.4.

Cơ chế tác dụng của cellulase có nhiều trường phái khác nhau. Theo Mandel và Reese (1964) thì sự phân giải cellulose dưới tác dụng của hệ enzyme cellulase xảy ra theo 3 giai đoạn chủ yếu sau:

+ Trong giai đoạn thứ nhất, dưới tác dụng của tác nhân C1 , cellulose nguyên thể thành cellulose hoà tan.

+ Trong giai đoạn thứ hai, cellulose bị thuỷ phân dưới tác dụng của hệ enzyme thuỷ phân Cx (gồm endo-
[image: image41.wmf]b

-glucanase và exo-
[image: image42.wmf]b

-glucanase) tạo thành đường cellobiose.

+ Ở giai đoạn cuối cùng, dưới tác dụng của enzyme cellobiase, (-glucosidase, đường cellobiose bị thủy phân thành glucose.

	Cellulose → cellulose phản ứng → cellobiose → glucose


               ↑


        ↑                     ↑


                 C1


          Cx
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-glucosidase


C1 có tính không đặc hiệu. Dưới tác dụng của C1, cellulose bị hấp thụ nước, trương lên và chuẩn bị cho sự tác động của các enzyme khác. Nếu tách riêng C1 cho hoạt động độc lập thì tác dụng này lại không thấy rõ ràng. Vì vậy, người ta cho rằng đó chỉ là 1 yếu tố (factor), không phải là enzyme.
2- Vi sinh vật có khả năng tổng hợp cellulase cao
Có thể nói vi sinh vật là tác nhân phân giải cellulose quan trọng nhất của tự nhiên. Người đầu tiên nghiên cứu khả năng phân giải cellulose của các vi sinh vật kị khí là Popov vào năm 1875, tiếp đó là Omelianxki.  Còn người đầu tiên phát hiện khả năng phân giải celulose bởi vi khuẩn hiếu khí là G.Van Itrerson vào năm 1903. Trước đó, hoạt động phân giải cellulose bởi vi sinh vật sống trong dạ dày cỏ của các động vật nhai lại đã được chứng minh (1955). Đến 1971, người đã phân lập được một số loại vi sinh vật có khả năng phân giải cellulose trong dạ dày cỏ của động vật nhai lại, trong đó có 2 loại được nghiên cứu kỹ hơn là Ruminococus và R. flavefacicus. 

 Hiện nay, rất nhiều vi sinh vật phân giải cellulose được tìm thấy trong đất, nước và phân bón hữu cơ. Đáng chú ý hơn cả là vi khuẩn thuộc nhóm celludomonas. Nấm và xạ khuẩn cũng là những vi sinh vật có khả năng phân giải cellulose cao.

Một số nấm có khả năng tổng hợp cellulase cao như: Trichoderma viride, Sporotrichum P.ruinosum, pennicilium pusillum, Aspergillus fumigatus, Asp. terres, …

Khả năng phân giải cellulose của xạ khuẩn đã được nghiên cứu nhiều. Harmsen (1964) đã chia xạ khuẩn phân huỷ cellulose ra làm ba nhóm A, B và C. Nhóm B và C phân huỷ cellulose rất mạnh mẽ. Theo khoá phân loại của Waksman (1961) thì nhóm A thuộc loại nhóm albo-fravus và nhóm fradii-asteroides, và nhóm C gồm các loài thuộc nhóm albo-lateus, nhóm B thuộc các loài Act. diastaticus, Act. lipmanii. Theo Krasilnikov (1949) thì các loài xạ khuẩn phân giải cellulose có thể xếp hạng theo mức độ phân giải từ mạnh xuống yếu như sau:

+ Loài 1: Act. coelicolor, Act. sulfureus, Act. aureus, Act. cellulosae, Act. verne, Act. glaucus, Act. candidus, Act. diaslaticus, Act. chroleucus, Act. chromogenes.

+ Loài 2: Act. hydroscopicus, Act. griseoflavus, Act. ochroleucus, Act. loidensis, Act. viridans, Act. griseolus.
+ Loài 3: Act. themofuscus, Act. xanthostromus.
+ Loài 4: Act. flavochromogenes, Act. bovis, Act. sampsonii.


Các vi sinh vật có khả năng tổng hợp cellulase rất nhiều, tuy nhiên, người ta chưa tìm thấy một loài nào có khả năng cùng một lúc tổng hợp các loại cellulase để có thể phân giải hoàn toàn cellulose, mà có loài tổng hợp enzyme này mạnh, loài khác tổng hợp enzyme kia mạnh. Các loài vi sinh vật trong tự nhiên thay phiên nhau phân hủy cellulose đến sản phẩm cuối cùng là glucose.

      3- Nuôi vi sinh vật để thu nhận enzyme cellulase 
Hiện nay, enzyme cellulase được sản xuất chủ yếu từ nấm sợi và xạ khuẩn. Phương thức nuôi cấy chủ yếu là trên môi trường rắn (phương pháp nuôi bề mặt). Cả xạ khuẩn và nấm sợi đều phát triển tốt trên môi trường xốp, có độ ẩm 60÷65% và có cơ chất cảm ứng là cellulose. Thành phần môi trường có thể rất đa dạng và phụ thuộc vào loại vi sinh vật, tuy nhiên, phải đảm bảo các yếu tố chính như thành phần dinh dưỡng (thành phần carbon, nitơ, khoáng, vv ...), có độ xốp nhất định, đảm bảo độ thoáng để có thể cung cấp đủ oxy cho chúng và phải có thành phần cellulose.

Điểm cần lưu ý là xạ khuẩn phát triển tốt trong môi trường kiềm và môi trường axit yếu, còn nấm sợi phát triển tốt trong môi trường axit. Vì vậy, khi chuẩn bị môi trường thì cần lưu ý đến pH. Giá trị pH ban đầu của môi trường nuôi xạ khuẩn là 6,2÷7,6 - còn pH của môi trường nuôi nấm sợi là 4,5÷5,5 vv ... 

Thời gian phát triển và sinh tổng hợp enzyme cellulase của xạ khuẩn và nấm sợi cũng khác nhau. Thời gian phát triển và sinh tổng hợp cellulase của nấm sợi khoảng từ 36 đến 48 giờ, trong khi đó, thời gian này đối với xạ khuẩn phải kéo dài đến 72 giờ.

Khả năng chịu nhiệt của xạ khuẩn tốt hơn nấm sợi, vì vậy, enzyme cellulase của xạ khuẩn cũng có khả năng chịu nhiệt cao hơn nấm sợi.

2. SẢN XUẤT ENZYME TỪ NGUỒN THỰC VẬT

2.1. Các thành tựu sản xuất protein từ thực vật trên thế giới


Enzyme có nguồn gốc thực vật được sản xuất và thương mại hóa đầu tiên là papain từ nhựa đu đủ. Chế phẩm công nghiệp papain được tinh chế và sản xuất đầu tiên ở Châu Phi, tại Zaire năm 1974. Sản phẩm tinh chế có cường lực xúc tác gấp 2,5 lần sản phẩm thô. Năm 1980, người ta đã xây dựng tại Perou một nhà máy hiện đại sản xuất enzyme Papain với công suất khoảng 15 tấn/năm. Những năm gần đây, thị trường enzyme có nhiều thay đổi, nhiều chế phẩm enzyme từ nguồn vi sinh vật được đưa ra với giá rẻ hơn và hoạt lực của enzyme vi sinh vật cũng mạnh nên có nhiều lợi thế hơn. Do đó, việc sản xuất enzyme từ nguồn thực vật có chiều hướng đi xuống.


Papain sản xuất công nghiệp có khả năng chịu nhiệt cao (55÷60oC), trong khoảng pH rộng  từ 5÷7. 


Papain sản xuất từ cây đu đủ nên rất an toàn, không độc hại cho người nên enzyme này được sử dụng nhiều trong công nghệ thực phẩm. Khoảng 75% lượng enzyme sản xuất ra được sử dụng trong sản xuất bia, 10% sử dụng trong sản xuất thịt (làm mềm thịt), 5% sử dụng trong sản xuất thức ăn gia súc và 2% sử dụng trong công nghiệp dược phẩm.


Ngoài Papain ra, enzyme thực vật còn có Bromelain sản xuất từ dứa và Ficin sản xuất từ mủ của các cây họ sung, vả. Tuy nhiên các enzyme này mức độ sản xuất chưa đạt đến qui mô công nghiệp lớn như Papain.


Ngoài các enzyme thực vật đã đề cập ở trên, một enzyme thực vật cũng được sản xuất và sử dụng với qui mô công nghiệp lớn đó là amylase của đại mạch và các hạt ngũ cốc. Điểm khác biệt chủ yếu ở loại enzyme này là người ta không chiết tách và tinh chế thành chế phẩm mà sử dụng chúng để thủy phân tinh bột có ngay trong hạt nơi chứa enzyme. Enzyme trong hạt đại mạch hoạt động mạnh trong giai đoạn hạt nảy mầm, vì vậy, người ta sản xuất malt bằng cách cho hạt đại mạch nảy mầm và sau đó sấy khô. Malt được sử dụng làm nguyên liệu để sản xuất bia.

2.2. Thu nhận một số chế phẩm enzyme từ thực vật

2.2.1 Thu nhận Papain (EC 3.4.4.10)

a. Đặc điểm của papain


Papain được tách từ nhựa đu đủ xanh, là một enzyme thực vật được nghiên cứu kỹ nhất. Trong nhựa đu đủ có chứa một hỗn hợp protease, bao gồm: Papain, chymopapain A (có gốc axit amin cuối là axit glutamic), chymopapain B (có gốc axit amin cuối là tyrosine), proteinase III, proteinase IV. Trong đó, hàm lượng papain chiếm cao nhất (95%) và hoạt tính phân giải protein của papain cao hơn chymopapain nhiều lần.


Papain thuộc nhóm Cystein-protease vì trung tâm hoạt động của nó có chứa nhóm (SH của Cystein, nhóm này nằm gần vòng imidazol của Histidine và nhóm (COOH của axit Aspactic. Sự tổ hợp của các nhóm chức có mặt trong trung tâm hoạt động tạo điều kiện cho hoạt động xúc tác của phân tử enzyme.


Papain đóng vai trò vừa là một endoprotease vừa là một exoprotease nên chúng thủy phân protein thành các polypeptid và các axit amin. Tính đặc hiệu cơ chất của papain rộng, nó có thể thủy phân hầu hết các liên kết peptid, trừ liên kết với proline và với axit glutamic có nhóm (COOH tự do. 


Cystein và EDTA là những chất hoạt hóa papain. Khi có mặt của Cystein nhóm (SH của trung tâm hoạt động được phục hồi. Sự hoạt hóa càng được tăng cường khi có sự hiện diện của các chất có khả năng liên kết với ion kim loại có mặt trong nhựa đu đủ như EDTA. Để thu được hoạt tính cao nhất người ta thường dùng hỗn hợp Cystein và EDTA.


Papain bị kìm hãm bởi các chất oxy hóa như O2 , ozon, vv ..., đặc biệt, papain rất dễ bị mất hoạt tính khi có mặt H2O2. Các ion kim loại nặng như Cd, Zn, Cu, Hg, Pb, Fe, vv ... cũng là những tác nhân ức chế papain, tuy nhiên, papain lại khá bền đối với một số dung môi hữu cơ.


Độ hoạt động của papain bị suy giảm theo thời gian bảo quản.


Papain là một enzyme chịu được nhiệt độ tương đối cao. Ở dạng nhựa khô, papain không bị biến tính trong 3 giờ ở 100oC, còn ở dạng dung dịch, papain bị mất hoạt tính sau 30 phút ở 82,5oC. Papain tinh sạch có độ bền nhiệt thấp hơn khi còn ở trong nhựa mủ, có lẽ trong mủ nhựa còn có các protein khác có tác dụng bảo vệ nó.

Papain có khả năng hoạt động ở một vùng pH tương đối rộng từ 4,5 đến 8,5, nhưng lại dễ bị biến tính trong môi trường axit có pH<4,5 và trong môi trường kiềm mạnh có pH >12.

b. Thu nhận papain

Quá trình thu nhận enzyme thông thường phải trải qua 3 giai đoạn chính theo sơ đồ sau:


Hình 4.5: Sơ đồ quá trình thu nhận enzyme papain
Khảo sát nguồn nguyên liệu: Là tìm hiểu xem ở chủng loại đu đủ nào có thể thu được nhiều nhựa và trong nhựa có thành phần enzyme cao. Hiện nay, bằng con đường cải tạo giống, người ta đã cho ra đời những giống đu đủ có nhiều mủ để thu hoạch và chất lượng tốt như giống CO-5 của Ấn Độ.

Phát triển nguồn nguyên liệu: Là tiến hành trồng trên một diện tích lớn nhằm mục đích lấy mủ, với kỹ thuật trồng phù hợp để đạt năng suất cao. Đối với nguồn enzyme thực vật thì đây là công đoạn cần đầu tư nhiều và có rủi ro, vì sự phát triển của cây trồng phụ thuộc vào nhiều yếu tố như thổ nhưỡng, thời tiết, khí hậu, chế độ canh tác, vv ...

Thu nhận enzyme: Nhựa đu đủ thường lấy ở quả khi còn xanh khoảng 10 tuần tuổi còn ở trên cây. Nhựa được thu hoạch bằng cách dùng dao inox có đầu nhọn rạch thành đường dọc theo quả và hứng vào lọ thủy tinh màu. Thời gian thu hoạch tốt nhất là vào sáng sớm khi mặt trời chưa lên. Nhựa được bảo quản trong điều kiện không tiếp xúc với không khí, với các ion kim loại để tránh bị oxy hóa, tốt nhất là bảo quản trong điều kiện lạnh. Nhựa sau thu hoạch được đem sấy khô đến độ ẩm khoảng 5%. 

Nhựa sấy khô được coi là chế phẩm enzyme thô, có thể sử dụng được ngay. Để có chế phẩm kỹ thuật hay chế phẩm tinh khiết, cần phải có thêm công đoạn làm sạch và tinh chế.

Quá trình tinh chế trải qua nhiều công đoạn, tùy theo mức độ tinh sạch mà ta thu chế phẩm kỹ thuật hay chế phẩm tinh khiết. Để có chế phẩm kỹ thuật cần loại bỏ một số tạp chất như protein không phải enzyme, chất béo, vv ... Nhựa đu đủ khô được hòa tan theo qui trình sau: trộn 180 g nhựa đu đủ khô với 100 g celite và 150 gam cát sạch, nghiền kỹ với 200÷300 ml dung dịch Cystein 0,04M, pH = 5,7. Khi dịch nhựa tạo thành thể huyền phù, gạn bỏ lớp nổi ở trên - quá trình nghiền và trích ly được lặp lại với 300 ml dung dịch Cystein. Dịch thu nhận sau đó được lọc: dịch lọc có màu trắng sữa hoặc vàng xanh, trong đó có chứa enzyme. Sau đó, dịch lọc được điều chỉnh pH đến 9 với NaOH 1M. Tủa xám tạo thành được loại bỏ bằng ly tâm hoặc bằng lọc. Dịch trong đem cô đặc hoặc sấy khô sẽ thu dạng chế phẩm kỹ thuật. Để thu chế phẩm tinh cần tinh sạch thêm bằng cách kết tủa phân đoạn với (NH4)2SO4 và tinh sạch bằng các phương pháp sắc ký.

2.2.2. Thu nhận enzyme bromelain từ dứa

a. Đặc điểm của enzyme bromelain
 Bromelain là enzyme có nhiều trong dứa, được phát hiện từ giữa thế kỷ 19 nhưng mới được nghiên cứu từ giữa thế kỉ 20.  Bromelain có trong toàn bộ cây dứa (thân, quả, lá,…) nhưng tập trung nhiều trong lõi quả dứa.
Bromelain là enzyme thủy phân protein, có tác dụng tốt cho tiêu hóa, hoạt động được trong môi trường axit của dạ dày và môi trường kiềm của ruột non. Nó có thể thay thế cho các enzyme tiêu hóa như pepsin, trysin.

Bromelain có trọng lượng phân tử lớn gấp 1,5 lần so với papain, là một glycoprotein, trong thành phần cấu tạo có chứa các gốc đường (maltose, glucosamin, fructose). Trung tâm hoạt động có chứa cystein và sợi polypeptid liên kết với nhau bằng cầu nối – S – S – . Nhóm -SH có vai trò chủ yếu trong hoạt động xúc tác thủy phân protein. Bromelain thuộc nhóm cystein protease.
 Phân tử bromelain có dạng hình cầu. Bromelain của thân dứa có thành phần axit amin trong khoảng 144 - 321 và bromelain của quả có thành phần axit amin trong khoảng 161 - 283  gốc axit amin. Bromelain có 3 hoạt tính khác nhau: peptidase, amidase và esterase, hoạt tính esterase ở bromelain mạnh hơn papain và ficin.

Bromelain được chiết tách từ các phân đoạn khác nhau trên cây dứa và từ các nguồn khác nhau sẽ có hoạt động sinh lý khác nhau, nhưng hoạt tính thủy phân protein thì giống nhau. Bromelain tan nhẹ trong nước và glyxerin, nhưng không tan trong dung môi hữu cơ. Trung tâm hoạt động của bromelain có chứa nhóm – SH nên dễ dàng bị ức chế bởi chất oxy hóa như H2O2, metyl bromua, muối HgCl, ion kim loại… và được hoạt hóa bởi chất khử (cystein, sulfit, bisulfit, cyanit,…).

 Bromelain có hoạt tính xúc tác phân giải protein tương tự papain trong mủ đu đủ hay ficin trong cây thuộc họ sung, nhưng khả năng xúc tác phụ thuộc vào loại cơ chất. Nếu cơ chất là hemoglobin thì khả năng phân giải của bromelain mạnh hơn papain gấp 4 lần, còn cơ chất là casein thì khả năng phân giải của hai enzyme này tương đương nhau. Đối với các cơ chất tổng hợp như Benzoyl-L-Arginine Amide (BAA), Benzoyl-L-Arginine Ethyl Ester (BAEE) thì khả năng phân giải của bromelain yếu hơn papain. 

 Bromelain có nhiều tác dụng trong y học và trong chế biến thực phẩm. Trong y học, bromelain được sử dụng để làm giảm đau nhanh sau khi phẫu thuật, giảm đau đối với các trường hợp viêm khớp, viêm đa khớp, chống đông tụ các tiểu cầu, làm giảm nguy cơ đột quỵ đối với bệnh tim mạch, tăng khả năng hấp thụ các loại thuốc đặc biệt là kháng sinh như amoxciline hay tetracyline.

Trong công nghiệp thực phẩm, bromelain được sử dụng để làm mềm thịt, thủy phân gan bò, làm trong bia, thủy phân gluten trong sản xuất bánh mỳ, làm tăng hương và chất lượng bánh.

b. Thu nhận bromelain

Nguyên liệu có thể sử dụng để thu nhận bromelain có thể là thân dứa, thịt quả dứa và chồi quả dứa. Hoạt tính của enzyme thu nhận phụ thuộc vào trạng thái và điều kiện bảo quản của nguyên liệu ban đầu. Theo kết quả nghiên cứu của Nguyễn Trọng Cẩn thì nguyên liệu tươi mặc dù được bảo quản ở 4oC nhưng hoạt tính bị giảm đi gần 50%, còn nguyên liệu sấy khô ở 40 oC thì có thể bảo quản lâu mà hoạt lực không giảm. Thu nhận bromelain từ chồi dứa có thể thực hiện theo sơ đồ hình 4.6.
   Một số điểm cần lưu ý trong qui trình thu nhận:


- Chồi dứa: chồi dứa là phần phế liệu nên sử dụng để sản xuất sẽ góp phần giảm giá thành sản phẩm. Chồi dứa nên bỏ bớt phần lá bao quanh để dễ xay (nghiền) và tăng hiệu quả chiết tách enzyme. Trong quá trình xay nên bổ sung thêm dung dịch đệm phosphat hoặc dung dịch muối sulphat amon loãng để tăng độ hòa tan của enzyme. Sau khi lọc ép, dịch lọc thu được đem ly tâm ở 6000 vòng /phút trong 10 phút để loại bỏ chất xơ và thu dịch ly tâm đem kết tủa.


Hình 4.6: Qui trình thu nhận bromelain từ đầu dứa
- Kết tủa enzyme: để kết tủa enzyme người ta có thể sử dụng nhiều tác nhân khác nhau như axeton, ethanol, (NH4)2SO4 ở nồng độ cao. Hiệu suất thu hồi và chất lượng của sản phẩm enzyme phụ thuộc vào các yếu tố như: Nồng độ muối sulphat amon, nhiệt đọ kết tủa, pH dung dịch, thời gian kết tủa.
Kết tủa bằng ethanol 96o: khi kết tủa bằng ethanol cần thực hiện trong điều kiện lạnh (4oC). Làm lạnh dung dịch enzyme và ethanol trước khi phối trộn. Tỉ lệ dich enzyme / ethanol thường sử dụng là 1/3. Để yên ở nhiệt độ lạnh (0 - 4oC) trong thời gian 2- 3 giờ, sau đó ly tâm để tách tủa
Kết tủa bằng axeton: khi kết tủa bằng axeton cũng cần thực hiện trong điều kiện nhiệt độ thấp như trường hợp với ethanol, tuy nhiên cần lưu ý, không nên để ngâm enzyme quá lâu trong dung môi vì chúng sẽ có tác dụng xấu đến enzyme. Thời gian để yên sau khi bổ sung dung môi khoảng 1 giờ, sau đó ly tâm tách tủa.

Kết tủa bằng (NH4)2SO4: muối sulphat amon nằm ở dạng tinh thể nên chỉ cần cân muối và bổ sung trực tiếp vào dịch chiết enzyme. Nồng độ muối để kết tủa thường được nhiều tác giả sử dụng là 60% bảo hòa, cũng có tác giả sử dụng nồng độ cao hơn. Theo Nguyễn Đức Lượng là 532g/1lit dịch chiết. Sau khi ly tâm tách tủa thì trong sản phẩm còn một lượng muối đáng kể nên có thể loại muối sau đó bằng phương pháp thẩm tích. Thẩm tích là sự khuyếch tán chất tan vào dung môi qua màng bán thấm. Màng bán thấm thường sử dụng là cellophane. Cho dung dịch enzyme có lẫn muối vào túi cellophane buộc chặt và bỏ vào bể dung môi (nước), khuấy trộn trong nhiều giờ để muối khuyếch ra ngoài còn enzyme có trọng lượng phân tử lớn không đi qua màng bán thấm được và kết quả muối được loại bỏ.
-Tinh chế enzyme: để tinh chế enzyme người ta thường sử dụng phương pháp sắc ký. Có nhiều loại sắc ký như trao đổi ion, sắc ký bản mỏng, sắc ký rây phân tử (lọc gel)... Các phương pháp đã được trình bày ở chương 2.
Ngoài phương pháp đã giới thiệu ở trên, bromelain còn được thu nhận bằng phương pháp hấp phụ. Bromelain có khả năng hấp phụ lên carboxyl metyl cellulose (CMC). Sau khi cho hấp phụ xong thì thực hiện phản hấp phụ bằng dung dịch đệm phosphat 0,05M ở pH = 7,1. Ngoài CMC người ta còn sử dung kaolin để hấp phụ bromelain. Cho kaolin khô (hoặc đã ngâm cho trương nở) vào dung dịch có chứa enzyme với tỉ lệ 25 mg kaolin/1ml dung dịch, khuấy đều một thời gian và sau đó ly tâm để thu tủa. kết tủa được goi là bromelain-kaolin.
2.2.3. Thu nhận enzyme từ hạt nảy mầm 
a. Đặc điểm của enzyme từ hạt nảy mầm 

Hạt nảy mầm được sửu dụng từ lâu trong sản xuất bia (malt), trong sản xuất kẹo mạch nha,  làm nguồn nguyên liệu để sản xuất bột dinh dưỡng giàu men tiêu hóa cho trẻ em và người già. Trong phần này chúng tôi tập trung trình bày về sản xuất malt, vì đây là nguồn nguyên liệu chủ yếu để sản xuất bia. 

Trong hạt ngũ cốc, đặc biệt là đại mạch có nhiều thành phần dinh dưỡng như protein, tinh bột, chất béo, khoáng, vitamin, enzyme. Hai thành phần chính trong hạt đại mạch là tinh bột (khoảng 69,4% trọng lượng khô) và protein (khoảng 11,6% trọng lượng khô).
Trong quá trình nảy mầm các enzyme được hoạt hóa, chuyển từ trạng thái không hoạt động sang trạng thái hoạt động. Hạt đại mạch khô, trước khi ngâm vào nước không có hoạt lực enzyme, đặc biệt là amylase nhưng sau khi ngâm thì hoạt lực enzyme tăng lên mạnh mẽ và đạt giá trị cực đại vào ngày thứ 7, sau đó giảm xuống. Các enzyme được hoạt hóa trong giai đoạn nảy mầm chủ yếu là các enzyme phân giải như amylase phân giải tinh bột, protease phân giải protein, lipase phân giải lipit và các enzyme oxy hóa làm tăng hoạt động hô hấp của hạt. Về mặc sinh lý cây trồng thì nhờ sự phân giải các chất hữu cơ của các enzyme mà mầm có nguồn dinh dưỡng dễ hấp thụ để phát triển. 
Enzyme trong hạt mầm đặc biệt quan trọng trong công nghiệp sản xuất bia. Hai nhóm enzyme được quan tâm nhiều nhất đó là amylase và protease. 

Amylase thủy phân tinh bột dự trữ trong hạt đại mạch thành đường đơn giản, dễ hấp thụ để làm nguồn dinh dưỡng cho nấm men bia. Enzyme thủy phân tinh bột trong malt gồm có (-amylase, (-amylase, invertase, sitase... 
Enzyme thủy phân protein (protease) thành các sản phẩm trung gian như pepton, peptid, các oligopeptid và axit amin. Ngoài các enzyme kể trên còn có các enzyme oxy hóa khử hoạt động trong quá trình hô hấp của hạt.

Từ lâu con người đã biết sử dụng nguồn enzyme này để sản xuất bia. Trong quá trình nảy mầm khi các enzyme trong hạt được hình thành cao nhất, hoạt động mạnh nhất thì người ta thực hiện sấy tách nước để làm cho mầm chết không thể tạo cây con, lượng enzyme và các thành phần dinh dưỡng của hạt được sử dụng cho quá trình lên men.

Chất lượng của malt, tức là lượng enzyme và thành phần dinh dưỡng của malt, trước tiên, phụ thuộc vào loại và chất lượng của hạt sau đó phụ thuộc vào qui trình nảy mầm và sấy.

b. Sản xuất malt
Sản xuất malt có thể coi như một qui trình thu nhận enzyme của hạt, tuy nhiên trong qui trình này enzyme không cần tách ra khỏi nguồn nguyên liệu vì các enzyme thu nhận được trong quá trình nảy mầm sau này lại được sử dụng để thủy phân các cơ chất có chính trong hạt.
Quá trình sản xuất bao gồm các công đoạn như ngâm hạt, nảy mầm, sấy malt tươi, tách mầm và bảo quản malt khô. Một số điểm cần lưu ý trong các công đoạn sản xuất:

- Ngâm hạt:  Hạt được ngâm trong nước sạch cho đến khi đạt được cân bằng về độ ẩm (bảo hòa nước), trong khi ngâm có đảo trộn thường xuyên. Mục đích của giai đoạn này là tạo độ ẩm cho hạt trong điều kiện thuận lợi cho hạt nảy mầm.

- Nảy mầm: Sau khi ngâm hạt được vớt ra. rửa lại và ử mầm. Từ ngày thứ 7 đến thứ 8 của quá trình nảy mầm nhiệt độ của khối mầm đạt tối đa sau đó giảm xuống, hoạt lực enzyme trong giai đoạn này là cao nhất. Dừng quá trình nảy mầm khi hoạt lực enzyme đạt tối đa bằng cách sấy đến khô ở nhiệt độ thích hợp.

Qui trình chung để sản xuất các loại đại mạch được trình bày tại hình 4.7.

Hình 4.7: Sơ đồ dây chuyền sản xuất malt

Một số chỉ tiêu của malt tươi: hạt mềm, bóp vụn được nhưng không nhão, chiều dài mầm bằng 2/3 cho đến bằng chiều dài hạt. Chiều dài rễ bằng từ 1/2 đến 2 lần chiều dài hạt.

Sấy: Lúc đầu khi độ ẩm của hạt còn cao thì phải sấy ở nhiệt độ thấp để tránh làm biến tính các enzyme trong hạt. Khi độ ẩm giảm xuống thì có thể tăng nhiệt độ sấy, nhưng cần lưu ý nhiệt độ sấy không quá cao dẫn đến xảy ra phản ứng melanoidin làm hạt có màu không phù hợp. 

Phụ thuộc vào chế độ sấy mà người ta thu được nhiều loại malt có màu sắc và chất lượng khác nhau như malt vàng, malt đen...
3. SẢN XUẤT ENZYME TỪ NGUỒN ĐỘNG VẬT


Nhiều enzyme của động vật được phát hiện và nghiên cứu kỹ, tuy nhiên, các enzyme thu nhận từ nguồn động vật thì các protease chiếm ưu thế. Phần lớn các protease của động vật là enzyme của hệ tiêu hóa. Một số enzyme protease tiêu biểu như: Pepsin, tripsin, rennin, chymotripsin.

3.1. Thu nhận rennin từ dạ dày bê

3.1.1. Đặc điểm của rennin
Rennin được tìm thấy ở dịch tiêu hóa trong ngăn thứ tư của dạ dày bê dưới 5 tháng tuổi. Rennin là enzyme làm đông tụ sữa và phân giải protein. Enzyme này do chính tế bào của tuyến dạ dày tiết ra. Enzyme này giúp tiêu hóa sữa cho con vật mới sinh. Khi con vật lớn, bắt đầu ăn được thì rennin không tổng hợp nữa mà thay vào đó, tế bào tuyến dạ dày tổng hợp pepsin. 

Rennin tinh khiết có điểm đẳng điện pI=4,5. Rennin thủy phân liên kết peptid và không làm ảnh hưởng đến liên kết ester. Rennin đặc biệt tác động mạnh lên liên kết peptid giữa 2 axit amin là tyrosine và phenylalanine. Đặc tính thủy phân của rennin đối với cazein phụ thuộc nhiều vào pH. Ở pH=6,8 rennin phân cắt trung bình 1/33 số liên kết peptid có trong phân tử cazein, còn ở pH = 2,3 thì phân cắt 1/8.

Rennin có thể nằm dưới dạng không hoạt động (zymogen) là prorennin. Để chuyển từ dạng prorennin sang dạng rennin hoạt động, người ta sử dụng tác nhân axit và tác nhân enzyme. Prorennin được hoạt hoá ở pH<5, ở pH dưới 3 thì quá trình này xảy ra mạnh mẽ. Một số nghiên cứu cho thấy: prorennin được hoạt hoá bằng Pancreatin (hỗn hợp của tripsin, chymotripsin, peptidase, lipase và amylase) ở pH = 5,5. Ở pH này, sự hoạt hoá bằng axit không thể xảy ra. Sự hoạt hoá prorennin có thể thực hiện với enzyme pepsin ở pH=2, nhưng ở pH từ 5,5 đến 6 thì quá trình này xảy ra không đáng kể. Hoạt động xúc tác tối ưu của rennin ở khoảng pH từ 3,4 đến 4. Đặc điểm của rennin là tác động ở môi trường axit và cần có sự hiện diện của ion canxi (Ca+2). Ở pH=3,7 ion Ca+2 làm tăng độ hoạt động của renin. 

Rand và Ernstron đã chứng minh rằng, rennin hoạt động nhanh ở pH=2 trong NaCl và hoạt động chậm ở pH=5. Tuy nhiên, ở pH=2, hình thể của rennin không ổn định, còn ở pH=5 thì ổn định hơn, thêm vào đó, ở nồng độ NaCl 2M sẽ tăng khả năng hoạt động của enzyme. Theo nghiên cứu của Foltman thì, khi tăng pH dần đến 6,3 trung tâm hoạt động của enzyme bị phân huỷ dần dần và mất ổn định. Rennin không bị mất hoạt tính nhanh trong môi trường kiềm yếu (pH=9) mà bị mất hoạt tính từ từ khi tiếp xúc lâu. 
Chất kìm hãm hoạt động của rennin là H2S-0,0001M và MgCl2. Prorennin và rennin bị vô hoạt nhanh chóng bởi urê. 

3.1.2. Thu nhận rennin


Thu nhận dung dịch rennin:  Rennin có thể thu nhận từ động vật non còn sống trong khoảng 3 đến 4 tháng tuổi, bằng cách sử dụng ống hút dịch hoặc thu nhận từ dạ dày bê con sau khi giết thịt. Dạ dày bê thu nhận tại các lò mổ, sau đó có thể sấy khô hoặc rửa sạch và ướp muối. Lớp dạ dày gỡ ra còn nguyên, được thổi phồng lên bằng không khí và làm khô. Dạ dày ướp muối sau đó cũng sấy khô. Dạ dày khô được nghiền nhỏ và chiết tách bằng dung dịch NaCl, hoặc có thể chiết tách bằng HCl ở nồng độ thích hợp. Gần đây người ta cũng đã thực hiện chiết rennin từ dạ dày ướp muối chưa làm khô, nhưng mức độ chiết chậm hơn so với dạ dày khô.


Dung dịch rennin chiết được người ta còn gọi là rennet, dịch rennet được bảo quản ở nồng độ muối cao 14÷20% và có thêm chất bảo quản như propylene glycol, benzoat natri. Dịch rennet chiết được chứa rennin hoạt động và prorennin không hoạt động, do đó, phải thêm axit vào để hiệu quả chiết tách đạt tối đa. 

Hình 4.8: Sơ đồ 1 thu nhận chế phẩm rennin
Theo một số nghiên cứu thì pH = 4÷5 là thích hợp. Qui trình chiết có thể được tiến hành theo các sơ đồ hình 4.8.
- Nguyên liệu: Ngăn thứ 4 của dạ dày bê non dưới 5 tháng tuổi, loại bỏ thức ăn dư và mỡ, rửa bằng dung dich muối NaCl 15%.

- Phương pháp sấy và nhiệt độ sấy không làm mất hoạt tính enzyme.

- Nếu không sấy khô thì có thể  xay nhuyễn trong HCl 0,2% có bổ sung chất bảo quản, hoặc xay nhuyễn trong dung dịch NaCl 10%, điều chỉnh pH=4 với tỉ lệ nguyên liệu và dung dịch 1/3.

- Sản phẩm thu được còn lẫn NaCl, và chất bảo quản.


Rennin cũng có thể thu nhận theo qui trình sau:


Hình 4.9: Sơ đồ 2 thu nhận chế phẩm rennin

- Nguyên liệu được cắt nhỏ, mỏng phần có chứa enzyme và bỏ vào dung dịch HCl có pH = 2-3.

- Giai đoạn ủ là để hoạt hoá prorennin thành rennin.

- Sau khi ủ điều chỉnh  pH về 5,5 với Na2HPO4 .

- Sấy khô chân không ở nhiệt độ thấp để không làm mất hoạt tính của enzyme.

- Sản phẩm chứa ít chất béo, enzyme có thể được trích ly khỏi bột khô bằng dung môi.

- Sản phẩm dạng thô.

3.2. Thu nhận pepsin từ màng nhầy dạ dày động vật

3.2.1. Đặc điểm của pepsin [EC3.4.4.1]
Pepsin là enzyme quan trọng trong hệ tiêu hóa của động vật. Pepsin là enzyme có mặt trong hệ tiêu hóa của động vật có vú, chim, bò sát và cá. Ở heo enzyme tập trung ở những tế bào ở phần đáy bao tử. Khi mới tiết ra, pepsin ở dạng tiền enzyme là pepsinogen. Nhờ HCl trong dịch dạ dày pepsinogen được hoạt hóa thành pepsin. Pepsin thủy phân protein thức ăn, hoạt động tối ưu ở môi trường pH = 1,7 - 2,2. Pepsin là một endoenzyme, nó phân cắt các liên kết peptid ở nội mạch phân tử tạo sản phẩm có phân tử lượng nhỏ hơn là pepton, peptid, oligopeptid. Sự phân giải của protein của pepsin trong dạ dày chưa hoàn toàn, sự phân giải này sẽ được tiếp tục khi thức ăn chuyển đến ruột.
Hiện nay người ta đã chiết tách và tinh sạch được pepsin và pepsinogen. Ba loại pepsinogen A và 2 loại pepsinogen C được tinh sạch từ dạ dày múi khế của dê. Ở dạ dày động vật đều có 2 loại pepsinogen trên nhưng tỉ lệ khác nhau. Trong dạ dày của người pepsinogen C chiếm 25% trong tổng số. Pepsin của heo thô chứa pepsin chính là A và các pepsin phụ B, C, D và gastricsin (EC.3.4.4.22).

Về cấu tạo, phân tử pepsin chỉ có một mạch polypeptid với 329 gốc axit amin, đầu có nhốm -COOH là alanine và đầu có nhóm -NH2 là isoleucine. Trong phân tử có 3 cầu díulfua (-S-S-) và một gốc axit phosphoric kết hợp với nhóm -OH của một trong các gốc serine.
Sự hiểu biết về trung tâm hoạt động còn hạn chế. Trung tâm hoạt động của pepsin gồm một hoặc 2 nhóm -COOH của axit glutamic một nhân thơm (phenol) của tyrosine.

Pepsin tách từ các nguồn khác nhau có khả năng xúc tác khác nhau.
3.2.2. Thu nhận pepsin
Quá trình chiết tách pepsin từ màng nhầy dạ dày là sự phối hợp của 3 quá trình: phá vỡ tế bào, hoạt hóa và chiết tách enzyme. Hiện nay có 2 phương pháp thu nhận pepsin là phương pháp chiết và phương pháp tự phân. Nguyên liệu thường dùng là dạ dày heo thu nhận từ các lò giết mổ. Để có được chế phẩm enzyme tốt nguyên liệu phải tươi, lấy ngay sau khi giết mổ.
1- Phương pháp chiết


Phương pháp chiết được thực hiện theo qui trình sau:

Dạ dày        Rửa sạch        Tách màng nhầy          Nghiền          Chiết tách                Kết tủa           Ly tâm            Chế phẩm thô
Để chiết tách người ta ngâm vào nước có 5% butanol hay glyxerin và chloroform để tránh nhiếm khuẩn. Để kết tủa có thể sử dụng ethanol hoặc muối sulphat amon hoặc dung môi hữu cơ. 


2- Phương pháp tự phân


Qui trình thu nhận được thực hiên theo sơ đồ sau (của Payeba và cộng sự):
Dạ dày          Rửa sạch          Tách màng nhầy         Xay nhuyễn         Tự phân            Lọc           Kết tủa          Ly tâm          Sấy         Chế phẩm thô.
Giai đoạn tự phân: màng nhầy sau khi xay nhuyễn bổ sung thêm HCl 0,5% với tỉ lệ dạ dày/dịch là 1/2 theo khối lượng. Khuấy đều trong thời gian 24 -28 giờ, sau đó lọc vớt bỏ mỡ nhiều lần và thu dịch lọc.

- Kết tủa: Kết tủa bằng NaCl nồng độ bảo hòa 25% bằng cách cho muối từ từ, khuấy nhẹ cho đến khi dung dịch bảo hòa. Để yên trong 30 phút. Để có thể kết tủa có thể dùng các tác nhân khác như cồn, muối amon sulphat, axeton, izopropanol ...


- Ly tâm: Hỗn hợp dịch sau để yên được ly tâm 10 -15 phút với tốc độ 5000 - 6000 vòng / phút.


- Sau khi ly tâm sấy kết tủa ở 30 -40oC hoặc sấy đông khô. Để tránh bị mất hoạt tính, trong quá trình sấy người ta trộn thêm vào chế phẩm enzyme chất độn như tinh bột hòa tan, maltose, dextrin....
4. SẢN XUẤT ENZYME CỐ ĐỊNH 

4.1. Phương pháp điều chế enzyme cố định

Có nhiều phương pháp điều chế enzyme không tan. Dựa vào mối quan hệ giữa chất mang và enzyme có thể phân ra làm 2 nhóm chính sau:

- Gói enzyme trong khuôn gel

- Tạo liên kết với chất mang

Hình 4.10: Sơ đồ các phương pháp cố định enzyme
4.1.1 Tạo liên kết với chất mang bằng các loại liên kết yếu
Phân tử enzyme có thể gắn với chất mang bằng các loại liên kết yếu như liên kết hydro, liên kết ion, tương tác kỵ nước, liên kết Van der Wall.

Các chất mang sử dụng trong trường hợp này có thể là những chất có điện tích trái dấu với enzyme hay có các nhóm chức có thể tạo liên kết yếu với phân tử enzyme. Chất mang phải không tương tác với cơ chất và các sản phẩm tạo thành. Chất mang lý tưởng là những chất mang không gây bất kỳ một ảnh hưởng xấu nào đến khả năng xúc tác, với cơ chất và sản phẩm.

Một số chất mang sử dụng để cố định bằng hấp phụ như: cellulose, dextran, tinh bột, chitin, các chất vô cơ như oxyt kim loại, thủy tinh xốp, silic, vv... Chất mang sử dụng để cố định bằng cách tạo liên kết ion hay dùng là các loại nhựa trao đổi ion như DEAE-cellulose, DEAE-sephadex, người ta đã cố định thành công enzyme glucoamylase trên 2 loại cơ chất này.

Nếu chất mang không có độ xốp thì enzyme sẽ bám lên trên bề mặt của chất mang tạo thành từng lớp, lớp ngoài yếu hơn lớp trong. Nếu chất mang có độ xốp thì các phân tử enzyme có thể đi vào các lỗ xốp, như vậy diện tích bề mặt cố định sẽ lớn hơn. Nếu chất mang có điện tích thì giữa enzyme và chất mang có thể tạo liên kết ion, những liên kết ion này sẽ làm tăng độ bền vững.

Hình 4.11: Sơ đồ tạo liên kết yếu hoặc hấp phụ giữa enzyme và chất mang
Ưu điểm của phương pháp cố định này là dễ thực hiện, chỉ cần cho chất mang và enzyme tiếp xúc với nhau (khuấy trộn), rửa để loại bỏ những phân tử gắn kết yếu, sau đó thực hiện hoàn thành sản phẩm. 

Yếu tố ảnh hưởng đến khả năng cố định:

- Khả năng cố định phụ thuộc vào bản chất của enzyme và bản chất của chất mang. Chất mang có độ mịn cao hay có độ xốp thì diện tích bề mặt tăng nên lượng enzyme hấp phụ cao. Tuy nhiên các hạt chất mang nhỏ thì diện tích hấp phụ tuy lớn nhưng dễ gây ra tắc nghẽn trong thiết bị. Người ta thấy rằng nếu chất mang chứa nhiều nhóm hydrophile thì khả năng hấp phụ sẽ tốt hơn là chất mang chứa nhiều nhóm hydrophobe.
- Tỉ lệ giữa lượng enzyme cố định và lượng chất mang.

- pH môi trường. Sự thay đổi pH môi trường ảnh hưởng đến khả năng cố định, đặc biệt là trong trường hợp cố định bằng liên kết ion.

 - Sự có mặt của của các ion muối trong dung dịch. Các ion muối ở nồng độ thấp có thể làm tăng khả năng tan của enzyme (vì enzyme có bản chất protein), còn ở nồng độ cao thì làm kết tủa enzyme, gây ảnh hưởng đến khả năng cố định.


Nhược điểm của phương pháp cố định này là do lực tương tác giữa chất mang và enzyme yếu nên trong quá trình sử dụng dễ làm đứt liên kết dẫn đến giảm số lượng phân tử enzyme liên kết với chất mang, dẫn đến giảm số lần tái sử dụng.

4.1.2 Tạo liên kết đồng hóa trị
Có hai cách tạo liên kết đồng hóa trị:

a. Tạo liên kết đồng hóa trị giữa chất mang và enzyme

Trong trường hợp này, các chất mang phải được lựa chọn để thõa mãn một số điều kiện sau:

- Chất mang sau khi tạo liên kết đồng hóa trị với enzyme không gây tác dụng kìm hãm đến hoạt động của enzyme, tức không gây ảnh hưởng đến trung tâm hoạt động của chúng.

- Chất mang có bản chất háo nước, vì nếu chất mang kỵ nước thì sẽ tác động xấu đến khả năng tương tác giữa cơ chất và phân tử enzyme vừa được gắn lên cơ chất dẫn đến làm giảm hoạt tính của enzyme.

- Chất mang phải có các nhóm chức có khả năng tạo liên kết đồng hóa trị với phân tử enzyme. Chúng ta đều biết enzyme là những phân tử protein làm nhiệm vụ xúc tác, nên trong phân tử thường có những nhóm chức dễ tham gia phản ứng để tạo liên kết đồng hóa trị như nhóm:  (COOH ; (-NH2 ; (OH ; (SH.

Một số dạng liên kết đồng hóa trị giữa chất mang và phân tử enzyme đã được tạo thành công, có thể liệt kê như sau:

Chất mang (N = N(enzyme
Chất mang (CO(NH(enzyme
Chất mang (CH2 (NH(enzyme
Chất mang (CH = enzyme
Chất mang (S(S(enzyme
Qua đó, có thể thấy các chất mang muốn tạo được liên kết cũng thường cũng có những nhóm chức như (COOH ; (NH2 ; (OH ; (SH.
Để gắng enzyme vào chất mang theo kiểu: Chất mang (N = N(enzyme, người ta dùng phản ứng kết hợp với muối diazonium. Chất mang phải có mạch vòng chứa nhóm amin như vòng phenol của thirozil hay vòng imidazol của histidine, sau đó hoạt hóa để tạo thành hợp chất diazod, quá trình có thể tiến hành theo sơ đồ dưới đây:


[image: image44]
Phương pháp này, chất mang thường hay sử dụng là aminobenzoyl-cellulose hoặc là thủy tinh.


Để gắng enzyme vào chất mang theo kiểu: Chất mang (CO(NH(enzyme, người ta thường sử dụng chất mang là ester metylic của carboxymethylcellulose, sau đó, người ta chuyển hóa nó thành dẫn xuất azoture, chất này tác dụng với enzyme ở nhiệt độ thấp sẽ tạo thành một liên kết ở dạng amid.
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Đối với những enzyme có nhóm -SH ở trung tâm hoạt động, trong quá trình điều chế, điều cần thiết là phải bảo vệ nhóm SH của enzyme, vì nó dễ dàng tạo liên kết với các dẫn xuất azoture và dẫn đến làm vô hoạt enzyme.

Để tạo dạng liên kết Chất mang (CH2 (NH(enzyme, người ta sử dụng phương pháp alkyl hóa. Thực hiện trùng hợp nhóm amin, phenol hoặc nhóm –SH của protein với một nhóm halogen của chất mang (bromoacetyl cellulose hay iodoacetylcellulose) theo sơ đồ sau:
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Ưu điểm của phương pháp này là liên kết giữa chất mang và enzyme có độ bền cao nên trong thời gian sử dụng khó bị đứt, lượng enzyme khó bị tổn thất, do đó, chế phẩm enzyme loại này rất thích hợp để sử dụng trong các bể lên men liên tục.


Nhược điểm của phương pháp là khó thực hiện và lượng enzyme cố định trên cơ chất thường thấp hơn so với các phương pháp khác, đồng thời khi tạo liên kết bền với cơ chất rất dễ làm thay đổi cấu trúc không gian của phân tử enzyme dẫn đến làm giảm khả năng xúc tác.

b. Tạo liên kết đồng hóa trị giữa các phân tử enzyme

Có thể chuyển enzyme từ dạng tan thành dạng không tan bằng cách tạo liên kết chéo giữa các phân tử enzyme để tạo thành mạch phân tử có trọng lượng lớn mà không cần đến chất mang.
Cơ sở kỹ thuật của phương pháp này là làm sao cho các phân tử enzyme liên kết với nhau và tạo thành mạng. Các phân tử enzyme có thể liên kết với nhau qua một cầu nối nào đó hoặc nhờ nhóm chức hoạt động của bản thân phân tử enzyme.

Tác nhân gắn kết thường dùng là glutaraldehyt với tỉ lệ khoảng từ 1÷10% so với enzyme. Ví dụ Habeed (1967) đã điều chế dẫn xuất tripxin không tan bằng cách sử dụng glutaraldehyt 2% để liên kết các phân tử enzyme. 


Hình 4.12: Sơ đồ tạo liên kết đồng hóa trị giữa các phân tử enzyme

Ưu điểm của phương pháp là tạo ra được sản phẩm enzyme không tan khá bền với các tác nhân nhiệt độ và pH. Nhược điểm là khó thực hiện để tạo được chế phẩm và chế phẩm enzyme không tan có hoạt tính thấp.

4.1.3  Gói enzyme trong khuôn gel

Phương pháp gói trong khuôn gel dựa trên nguyên tắc là phân tử enzyme được nhốt trong một mạng lưới không gian của một polymer không tan trong nước.

Có nhiều cách "gói" enzyme: Gói vào khuôn gel, gói trong bao vi thể, nhốt trong các lỗ nhỏ của các sợi tổng hợp. Cách thực hiện chủ yếu là hòa tan hoặc phân tán enzyme trong các monomer trước khi polymer hóa, sau đó tiến hành polymer hóa. Sau khi polymer hóa các phân tử enzyme sẽ được phân bố vào trong gel.

- Gói vào khuôn gel dạng mạng:

Là trường hợp các phân tử enzyme tan trong nước, được giữ trong mạng lưới không gian của một polymer không tan trong nước. Các gel có thể như là polyacrylamit, Colagen. Vieth (1973) đã cố định enzyme trong Colagen bằng cách cho enzyme  vào dụng dịch colagen chưa định hình trong rượu-nước, sau đó hỗn hợp được đưa vào điện trường. Enzyme và colagen sẽ di chuyển và bám vào bề mặt của điện cực bằng platin (catot), tạo màng colagen có enzyme. Như vậy, trong cách cố định này, các phân tử enzyme được nhốt trong không gian giữa mạng lưới của gel và không có mối quan hệ chặc chẽ với mạng gel, nên trong quá trình sử dụng chúng cũng có thể bị rơi ra ngoài, dẫn đến  hoạt lực bị giảm.

Hình 4.13: Cố định enzyme bằng gói trong khuôn gel
Cũng có thể gói vào khuôn gel dưới dạng hạt, là trường hợp mà phân tử enzyme nằm bên trong chất mang là polymer ở dạng hạt rắn. Có thể thực hiện bằng cách hòa tan enzyme với các monomer ban đầu sau đó thực hiện quá trình polymer hóa để chuyển sang dạng rắn. Ví dụ trường hợp gói trong alginat: enzyme được trộn lẫn với alginat dạng hòa tan sau đó tạo viên, trong quá trình hình thành dạng viên rắn không tan các phân tử enzyme sẽ bị nhốt vào các hạt.
- Gói enzyme trong bao vi thể:

Bao vi thể là dạng màng bán thấm, đường kính lỗ của màng không cho phép enzyme di chuyển ra ngoài nhưng lại cho phép cơ chất và sản phẩm có thể dễ dàng di chuyển ra và vào qua màng.

Có nhiều cách thực hiện gói enzyme trong bao vi thể. Một phương pháp thường sử dụng là dựa vào nguyên lý polymer hóa tạo màng bán thấm. Trong thành phần cấu tạo của polymer có 2 loại monomer, một hòa tan trong nước và một hòa tan trong dung môi hữu cơ. Người ta hòa tan monomer thứ nhất và enzyme trong pha nước, dung dịch này được làm nhũ tương hóa trong một dung môi hữu cơ không tan trong nước. Sau đó cho thêm một monomer thứ hai kỵ nước, phản ứng polymer hóa được tiến hành sau khi trong hỗn hợp có 2 loại monome. Phản ứng polymer hóa xảy ra kéo theo sự tạo màng, màng này sẽ bọc bên trong pha nước có chứa enzyme.

 


Hình 4.14: Mô hình gói enzyme trong bao vi thể
Enzyme cũng có thể được nhốt trong các lỗ nhỏ của sợi tổng hợp, như sợi metylcellulose theo kiểu của Dinelli (1972), cách thực hiện như sau: Hỗn hợp nhũ tương triaxetat cellulose trong clorua metylen và enzyme được ép đùn để tạo sợi. Sợi mới tạo thành được nhúng vào toluen để tăng độ bền rồi sau đó sấy chân không. Như vậy enzyme được cố định trong mạng lưới của sợi


Ưu điểm của phương pháp gói enzyme trong khuôn gel:

- Có thể gói đồng thời nhiều enzyme trong một khuôn gel.

- Có thể sử dụng một loại gel để gói nhiều loại enzyme vì không cần phải có các liên kết đặc trưng giữa gel và phân tử enzyme nhốt bên trong nó.

- Phương pháp có thể thực hiện với nhiều loại enzyme.


Nhược điểm của phương pháp:

- Phương pháp chỉ thích hợp cho những phản ứng mà cơ chất có khối lượng phân tử nhỏ vì cơ chất và sản phẩm phải khuyếch tán được vào trong mạng gel.

- Có thể làm biến tính protein trong quá trình bao gói. 

4.2. Lựa chọn phương pháp cố định: 
Xác định phương pháp cố định enzyme đóng vai trò quan trọng trong thực hiện thành công việc cố định enzyme. Sự lựa chọn ban đầu thường được thực hiện bằng thực nghiệm. Để quá trình cố định có kết quả cần phải để ý đến các yếu tố:

- Enzyme phải cố định trong những điều kiện diễn ra phản ứng.

- Các chất tham gia phản ứng tạo liên kết ngang chủ yếu chỉ tương tác với các nhóm chức năng nằm ngoài tâm hoạt động của enzyme.

- Nếu điều trên không thực hiện được thì chất tham gia phản ứng tạo liên kết ngang phải có kích thước lớn không cho phép nó xâm nhập vào tâm hoạt động của enzyme.

- Tâm hoạt động phải luôn được bảo vệ, đôi khi có thể che tâm hoạt động bằng cách bổ sung vào hỗn hợp phản ứng cơ chất đã được bão hòa bởi enzyme.

- Biện pháp rửa tách enzyme không được gắn phải cẩn thận, không gây ảnh hưởng xấu đến enzyme đã được gắn.

- Khi lựa chọn hệ cố định, cần phải để ý đến phản ứng cụ thể.

- Cần tính đến các tính chất cơ học của chất mang. Điều này quan trọng hơn với những chất mang được sử dụng trong những cột lớn.

4.3. Vật liệu cố định enzyme: 
Vật liệu và phương pháp cố định là hai yếu tố có tính chất quyết định đến hiệu quả của quy trình cố định enzyme. Trong đó, đặc điểm, tính chất của vật liệu cố định là cơ sở cho sự chọn lựa phương pháp cố định enzyme. Không có vật liệu cố định nào thích hợp cho tất cả các loại enzyme và cũng không có enzyme nào thích hợp với tất cả các loại vật liệu cố định.

Vật liệu cố định enzyme và tế bào có thể chia làm hai loại : vật liệu vô cơ và vật liệu hữu cơ.

a. Vật liệu  vô cơ:

 -Vật liệu vô cơ thường rất bền với môi trường xung quanh, có cấu tạo dạng xốp, nhiều lỗ nên dễ hấp phụ enzyme. Là loại vật liệu bền, rẻ và dễ kiếm. Tuy nhiên vật liệu vô cơ thường chỉ hấp phụ tốt enzyme đối với phương pháp vật lý, với phương pháp hóa học thì khó khăn hơn vì ít các gốc hoạt động nên khó gắn.

-Các vật liệu vô cơ thông dụng như thủy tinh xốp, các oxit kim loại như oxit mangan, oxit magie, oxit titan. Gần đây có một số sản phẩm đang được thương mại hóa là diatomite, tên thương mại là celic. Loại vật liệu này rẻ tiền, do đó có thể ứng dụng trong sản xuất công nghiệp.

Diatomite (kaolin) là một khoáng sản phi kim được hình thành do quá trình phong hóa của phenpat chủ yếu là octodase và anbit. Quá trình phong hóa trên được gọi là quá trình kaolin hóa.

Kaolin có công thức hóa học là Al2O3.2SiO2.2H2O

Thành phần lý thuyết: Al2O3 39,48%; SiO2 46,6%, H2O: 13,92%

Kích thước hạt đo bằng kính hiển vi điện tử: dài khoảng 0,1 – 1um, dày khoảng 0,02 – 0,1um theo quan niệm của Vicnatski, chính là axit nhôm – silic có công thức H2Al2SiO8H2O trộn với nước, kaolin biến thành một dạng bùn nhão, dẻo dạng hồ, hòa tan để khuếch tán trong nước.

b. Vật liệu hữu cơ:

 Vật liệu hữu cơ dùng làm chất mang để cố định enzyme được chia làm 2 loại: polymer – sinh học và polymer tổng hợp hóa học. Chúng thường có các nhóm hoạt động hóa học như: (NH2, (COOH, (OH, (SH,… nên dễ kết gắn với enzyme nhưng độ bền với tác động môi trường không cao, đặc biệt các polymer sinh học rất dễ bị vi sinh vật xâm nhập và tấn công. Một số vật liệu hữu cơ thông dụng dùng làm chất mang gồm :

 - Chất mang là polymer – sinh học:

+ Polysaccharide là nhóm chất mang đang thịnh hành và được sử dụng rộng rãi nhất hiện nay, đó là cellulose, agarose, dextran, sephadex và các dẫn xuất của chúng. Ở mỗi loại có những đặc điểm, tính chất khác nhau, tùy theo mục đích sử dụng, đối tượng nghiên cứu mà có sự lựa chọn thích hợp. 

Chitin là một polymer sinh học có nhiều triển vọng trong nghiên cứu và ứng dụng làm vật liệu cố định enym và tế bào. Chitin rất phổ biến trong tự nhiên, chỉ đứng sau cellulose, là một polymer của các gốc 2-acetoamido-2-deoxy-(-D-glucose, liên kết với nhau bởi liên kết (-1,4-glycoside. Chitin có trong thành phần cấu trúc vỏ của côn trùng, vỏ tôm cua, sò, vách tế bào vi sinh vật… Chitin là một vật liệu chứa cả hai nhóm chức –OH và –NH2 có thể liên kết với enzyme, có cấu trúc siêu lỗ, có khả năng hấp phụ tốt, dễ tạo màng. Chitin có cấu trúc mạng tinh thể chặt chẽ, không chỉ có các liên kết hydro hình thành trong chuỗi mà còn có giữa các lớp với nhau trong mạng tinh thể. Vì vậy chitin là một polymer kị nước, độ trương thấp, diện tích bề mặt tiếp xúc nhỏ và bền về mặt hóa học. Gần đây có rất nhiều nghiên cứu cố định enzyme trên chitin, chủ yếu bằng phương pháp hấp phụ và liên kết cộng hóa trị qua cầu nối glutaraldehyde. Về mặt cấu trúc, chitin có cấu trúc tương tự như cellulose, điểm khác biệt hóa học duy nhất là nhóm acetamido ở vị trí số 2 trên khung carbon của chitin được thay thế cho nhóm hydroxyl (-OH) ở cellulose.

Chitosan là một dẫn xuất của chitin khi được deacetyl trong kiềm mạnh. Chitosan dễ dàng tạo màng, tạo hạt, có cấu trúc siêu lỗ, có các nhóm chức năng –NH2. Chitosan có thể cố định enzyme bằng phương pháp hấp phụ, phương pháp cộng hóa trị, hoặc nhốt enzyme, tế bào trong gel chitosan.



Chitin





  Chitosan


Chitin, chitosan có khả năng cố định enzyme rất cao, nhiều công trình đã công bố cho thấy chitin, chitosan có thể cố định được từ 80 – 100% protein enzyme, nhưng hoạt tính enzyme cố định thường rất thấp. Chitin hoạt hóa bằng glutaraldehyde có thể cố định 100% phosphatase, chymotrypsin, nhưng hoạt tính của enzyme cố định chỉ là 20% và 14%, hoặc xấp xỉ 90% enzyme pullulanase cố định trên chitin nhưng hoạt tính enzyme chưa tới 1%. Liu cố định glucooxidase, catalase trên chitin sau khi hoạt hóa với glutaraldehyde, hoạt tính chỉ còn lại 10%. Nguyên nhân chủ yếu là do tính chất kị nước của chitin và chitosan, độ trương và diện tích bề mặt tiếp xúc nhỏ, điều này hạn chế khả năng tiếp xúc của cơ chất với enzyme cố định, đặc biệt trong trường hợp cơ chất có trọng lượng phân tử lớn. Khi cơ chất là những phân tử ưa nước sẽ có khuynh hướng khó tiếp xúc với enzyme khi cố định trên các vật liệu kị nước.

Chitin, chitosan là những vật liệu đầy hứa hẹn cho cố định enzyme và tế bào, chitin và chitosan hội tụ nhiều ưu điểm mà nhiều vật liệu khác không có như rất phổ biến trong tự nhiên, rẻ tiền, là vật liệu có cấu trúc siêu lỗ, khả năng hấp phụ tốt, dễ tạo màng, tạo hạt, tạo gel, kháng khuẩn tốt, có sự hiện diện một lượng lớn các nhóm chức năng tự nhiên là –NH2. Vì vậy, nếu khắc phục được nhược điểm là tính kị nước của chitin và chitosan thì đây sẽ là những vật liệu lý tưởng cho cố định enzyme.

Alginate Natri là một chuỗi polymer mạch thẳng không phân nhánh, là dẫn xuất của axit alginic kết hợp với cation của kim loại Na+, cấu trúc của alginate bao gồm hai axit hợp thành: axit ( - L - guluronic (gọi tắt là G) và axit ( – D – manuronic (gọi tắt là M) qua liên kết 1,4 – glucozit. Natrialginate có nguồn gốc từ một loài tảo nâu.

Ba tính chất cơ bản của natrialginate là: khả năng tạo độ nhớt, khả năng tạo gel và khả năng tạo màng:

· Khả năng tạo độ nhớt:

Khi muối natrialginate hòa tan vào trong nước, tạo ra một dung dịch đặc (gia tăng độ nhớt của dung dịch nước). Độ nhớt của natrialginate tùy thuộc vào từng loài rong biển, vào từng giai đoạn sinh trưởng của rong và đặc biệt hơn là phương pháp tách chiết rong. Để gia tăng độ nhớt, trong quá trình tách chiết alginate, người ta thuờng bổ sung thêm một số chất phụ gia để thu đươc sản phẩm có độ nhớt như mong muốn.

Bên cạnh đó, độ nhớt của natrialginate còn phụ thuộc vào quá trình bão hòa. Natrialginate ở dạng bột, để sau một thời gian thì nó bị giảm độ nhớt đáng kể. Do đó người ta thường thêm vào một lượng canxi sao cho chưa đến ngưỡng tạo gel.

· Khả năng tạo gel của natrialginate

Trong điều kiện bình thường các gốc -COO- của các phân tử guluronic sẽ hình thành liên kết hydro với ion Na+ có trong dung dịch. Khi đưa vào môi trường các ion kim loại như Ca2+, Ba2+, Sr2+…, các ion này sẽ thay thế vào vị trí của Na+, nối các chuỗi guluronic lại với nhau sẽ hình thành một cấu trúc mạng lưới không tan trong nước, cấu trúc này được gọi là gel.

Khả năng tạo gel của natrialginate với các cation là khác nhau độ bền của gel tăng dần theo thứ tự Ca2+ <Sr2+ < Ba2+. Trong đó Ca2+ là tác nhân tạo gel được sử dụng nhiều nhất và không gây độc hại.

Để tạo gel natrialginate không cần sức nóng, đây là sự tương phản so với gel agar. Sử dụng sức nóng khoảng 800C để hòa tan agar và hình thành gel dưới 400C.

Tỉ lệ M/G là hai đơn vị cơ bản trong chuỗi có thể thay đổi từ những loài rong biển khác nhau. Hàm lượng G cao tạo gel bền nhưng giòn và dễ bị tan chảy, hàm lượng M cao giúp cho gel đàn hồi hơn và ít bị tan chảy.

· Khả năng tạo màng (films):

Khi tạo gel nước sẽ thoát ra khỏi cấu trúc gel. Để có khả năng này, trọng lượng của phân tử natrialginate phải lớn hơn trọng lượng phân tử nước. Tính chất này được ứng dụng trong việc tạo nên một lớp phủ bên ngoài.

Ngoài ra alginate còn có một số tính chất khác như tan được trong nước, khả năng tạo độ phồng…

+ Chất mang là protein thường dùng như gellatin, keratin, albumin. Tính chất chung của vật liệu nhóm này là dễ tạo màng, tạo hạt, có nhóm chức năng là nhóm –NH2 , vì vậy thường được sử dụng nhốt enzyme trong khuôn gel với tác nhân khâu mạch là glutaraldehyde. Nhược điểm của nhóm này là kém bền, dễ nhiễm khuẩn, hay gây ra các phản ứng miễn dịch với cơ thể khi sử dụng trên người và động vật.

- Chất mang là polymer tổng hợp hóa học:

Số lượng của nhóm này khá  phong phú: polyacrylamide, polyester, polyvinylalcohol, polyvinylacetate, polyacrylic, polystyren, polyethylen ghép với vinyl monomer…. Ưu điểm chung của nhóm này là bền, có tính chất cơ lý tốt, hoàn toàn trơ với sự tấn công của vi khuẩn, độ trương tốt, một số polymer có thể điều chỉnh được kích thước siêu lỗ. Nhược điểm là giá thành cao (polyacrylic, polyacrylamide…), khả năng tương hợp sinh học kém, gây ô nhiễm môi trường do quá bền vững, không phân hủy trong tự nhiên. 

Gần đây có nhiều nghiên cứu cố định enzyme, cố định tế bào và các chất có hoạt tính sinh học bằng phương pháp polymer hóa các polymer tổng hợp ở nhiệt độ thấp như nhốt enzyme trong gel polyhydroxyethylmethacrylate… 

Hiện nay, xu hướng chung là ghép các vật liệu polymer tự nhiên với các polymer tổng hợp để cải thiện tính chất cơ lý. Nhiều vật liệu copolymer đã được thương mại hóa như ultrogel là copolymer của agarose với polyacrylamide, cellulose được ghép với acrylamide….

5. SẢN XUẤT PROTEIN

5.1. Sản xuất insulin

5.1.1. Quá trình hình thành insulin trong cơ thể người và động vật 

Trong cơ thể người và động vật, insulin ban đầu được tổng hợp ở dạng preproinsulin trên ribosome trong tế bào β thuộc đảo Langerhans của tuyến tụy. Preproinsulin là phân tử mạch thẳng gồm một peptide tín hiệu (SP) (24 amino axit), đoạn B, đoạn peptide C với 31 amino axit (C) và đoạn A nối với nhau theo thứ tự SP-B-C-A. Khi được vận chuyển qua lưới nội chất, peptide tín hiệu phân cắt tạo ra proinsulin (B-C-A). 
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Hình 4.15: Sơ đồ minh họa quá trình tạo insulin từ preproinsulin
Proinsulin hình thành cầu nối disulfide trong lưới nội chất và được chuyển tới bộ máy Golgi, ở đó xảy ra quá trình cắt chuỗi peptide C gồm 31 amino axit tại các vị trí dipeptide Arg-Arg và Lys-Arg tạo ra phân tử insulin trưởng thành có hoạt tính (Hình 4.15). Cuối cùng, insulin được đóng gói và dự trữ trong các túi tiết tích lũy trong tế bào chất cho đến khi được tiết ra ngoài theo một cơ chế phức tạp.

5.1.2. Công nghệ sản xuất insulin trên thế giới 

Từ thập niên 1920 cho đến những năm đầu thập niên 1980, insulin được thu nhận chủ yếu bằng cách tách ly từ tuyến tụy động vật như heo, bò, cừu. Tuy nhiên, việc sản xuất và sử dụng sản phẩm insulin loại này cũng có một số hạn chế. Insulin người có sự khác biệt trong thành phần amino axit so với insulin bò và heo (như đã đề cập ở Chương 1). Do đó, khi sử dụng chế phẩm insulin có nguồn gốc từ heo và bò, đã có những trường hợp gây ra những tác dụng phụ không mong muốn như dị ứng. Ngoài ra, quá trình sản xuất và tinh sạch insulin từ động vật cũng gặp nhiều khó khăn và giá thành cũng cao. Nhìn chung, sản phẩm insulin cung cấp cho người có thể sản xuất bằng bốn phương pháp khác nhau sau đây:

· Tách chiết từ tuyến tụy người
Tách chiết insulin từ tuyến tụy người không có ý nghĩa thực tiễn do giới hạn về nguồn cung cấp nguyên liệu ban đầu. 
· Tổng hợp hóa học từ các axit amin
Phương pháp tổng hợp hóa học dễ tiến hành nhưng không hiệu quả kinh tế do hiệu suất rất thấp.
· Biến đổi insulin heo hay phương pháp bán tổng hợp
Phương pháp bán tổng hợp biến đổi insulin heo thành insulin người thông qua việc thay thế gốc alanine bằng threonine ở vị trí B30 được phát triển bởi công ty Novo Nordisk A/S (Đan Mạch). Tuy nhiên, đây là phương pháp khá đắt tiền do nguồn cung cấp tụy heo bị giới hạn cũng như việc phải thu nhận và xử lý nguồn nguyên liệu rất phức tạp.

· Phương pháp sản xuất insulin tái tổ hợp
Phương pháp này được xây dựng khi con người có sự hiểu biết ngày càng sâu sắc hơn về di truyền và kỹ thuật gen. Để sản xuất insulin theo phương pháp này, người ta đã thực hiện các bước sau:

+ Chọn lọc và tách các gen mã hóa insulin của người,

+ Cài gen mã hóa vào vector tạo dòng, tạo ADN tái tổ hợp,

+ Biến nạp ADN tái tổ hợp vào vi khuẩn E. coli,
+ Sản xuất insulin từ dòng vi khuẩn E. coli đã nhận ADN tái tổ hợp.

Sau khi tạo được dòng vi khuẩn có mang gen mã hóa cho insulin rồi, việc sản xuất insulin tưởng chừng như đơn giản, tuy nhiên, vấn đề đã gặp không ít khó khăn, đặc biệt là về sự hình thành các liên kết disulfur trong phân tử. Sản xuất insulin từ dòng vi khuẩn E. coli đã nhận ADN tái tổ hợp, về nguyên tắc được thực hiện theo một trong các cách sau:

Phương pháp hai chuỗi: Đây là công nghệ thành công đầu tiên trong lĩnh vực sản xuất insulin sinh tổng hợp dựa trên công nghệ tái tổ hợp DNA. Công nghệ này được phát triển bởi công ty Genetech và được thương mại hóa bởi công ty Eli Lilly. Mỗi chuỗi insulin được tổng hợp riêng biệt trong vi khuẩn E. coli để tạo thành protein ở thể vùi. Hai chuỗi peptide này được thu nhận từ thể vùi, tinh chế và liên kết với nhau để tạo thành insulin hoàn chỉnh (Hình 4.16). 
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Hình 4.16: Sản xuất insulin tái tổ hợp với chuỗi A và chuỗi B riêng biệt
Phương pháp proinsulin: Ở phương pháp này, phân tử proinsulin được sản xuất ở dạng nguyên vẹn, với đoạn peptid C liên kết chuỗi A và chuỗi B, tiếp sau đó, proinsulin được cho gấp cuộn để tạo thành các cầu nối disulfide và chuỗi peptide C được cắt bỏ bằng enzyme để thu nhận insulin hoàn chỉnh (Hình 4.17). Để thu nhận chế phẩm, nhiều bước sắc ký và lọc màng được sử dụng nhằm tách chiết và tinh sạch. Quy trình sản xuất proinsulin được thương mại hóa bởi công ty Eli Lilly. Tế bào E. coli sản xuất vượt mức Trp-LE’-Met-proinsulin dưới dạng thể vùi. Các thể vùi này được thu nhận và hòa tan để giải phóng proinsulin. 
Phương pháp proinsulin ngày càng được cải tiến và hoàn thiện, mô hình mini-proinsulin đang được triển khai thực hiện. Mini-proinsulin có cấu trúc tương tự với proinsulin, chỉ khác là thay thế đoạn peptide C tự nhiên của proinsulin gồm 31 amino axit bằng một đoạn peptide ngắn hơn (5 amino axit), giúp dễ dàng cho việc tinh chế và gia tăng hiệu quả gấp cuộn dẫn đến tăng hiệu suất hình thành insulin có hoạt tính hơn mô hình proinsulin.
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Hình 4.17. Sản xuất insulin theo mô hình mini-proinsulin

Cho đến ngày nay, các nhà khoa học vẫn chưa hiểu rõ phương thức tác động của đoạn peptide C đối với quá trình gấp cuộn của proinsulin. Tuy nhiên, một số nghiên cứu gần đây cho thấy đoạn peptide C ngắn hơn làm tăng khả năng gấp cuộn lên 20÷40% so với proinsulin ở cùng nồng độ.
Hiện tại, người ta vẫn tiếp tục phát triển những phương pháp sản xuất insulin tái tổ hợp. Mục đích của những nghiên cứu, phát minh hiện tại là muốn phát triển một hệ thống biểu hiện và phương pháp sản xuất insulin có năng suất cao ngang bằng hay vượt trội so với những hệ thống sản xuất insulin trước đây. Các nghiên cứu trong giai đoạn này nhằm cải tiến phương pháp cổ điển chuyển các tiền chất của insulin thành insulin, nghiên cứu ra môi trường tối ưu cho việc hình thành các cầu nối cần thiết cho việc biểu hiện hoạt tính của insulin, tìm ra hệ thống biểu hiện insulin cho năng suất, sản lượng cao.


Sơ lược một quy trình lên men mini-proinsulin trong môi trường lỏng, có khuấy trộn, có kiểm soát các điều kiện nuôi như pH, nhiệt độ, lưu lượng khí - bao gồm 2 bước chính sau:

· Nuôi chủng vi sinh vật có chứa ADN tái tổ hợp (E. coli) - Quá trình bao gồm các bước:

- Chuẩn bị giống, môi trường và thiết bị lên men,

- Lên men,

- Ly tâm thu sinh khối tế bào,

- Kiểm tra sự biểu hiện mini-proinsulin bằng điện di SDS-PAGE,

- Xác nhận sự biểu hiện mini-proinsulin bằng điện di Western-Blot.
· Thu nhận insulin 


Sau khi nuôi vi sinh vật để thu sinh khối, bước tiếp theo là tách chiết và thu nhận mini-proinsulin và chuyển mini-proinsulin thành insulin - Qui trình được trình bày ở hình 4.18:

Từ thể vùi, để thu nhận protein có cấu hình gấp cuộn tự nhiên, cần làm tan các phân tử protein trong thể vùi bằng hóa chất biến tính, sau đó, tiến hành tái gấp cuộn protein tan thu được. Trong trường hợp này, việc tiến hành tái gấp cuộn một cách hiệu quả cần được nghiên cứu và khảo sát nghiêm ngặt.

Hình 4.18: Qui trình chiết tách và tinh chế insulin từ sinh khối tế bào
Ghi chú -  MPI: Mini-proinsulin

Tại Việt Nam hiện nay, giáo sư Trần Linh Thước thuộc Đại học quốc gia thành phố Hồ Chí Minh đã nghiên cứu sản xuất insulin theo mô hình mini-proinsulin, bước đầu đã thu được những kết quả khả quan.

5.2. Sản xuất chế phẩm protein từ cá


Cá là thực phẩm quan trọng cho người và vật nuôi. Hàm lượng protein trong cá chiếm khoảng 17,4% đến 18,4% và phụ thuộc vào chủng loại, đặc điểm sinh thái và môi trường sống. Protein của cá có giá trị dinh dưỡng cao vì có đầy đủ các axit amin cần thiết. Trong quá trình đánh bắt và chế biến cá có một lượng lớn phế, phụ phẩm của các nhà máy, xí nghiệp có thể tận dụng để sản xuất chế phẩm protein.
 Trên thị trường hiện nay có một số sản phẩm thương mại là những chế phẩm protein. Những loại chế phẩm này có thể là protein của thịt hoặc protein của cá. Thành phần protein trong sản phẩm cũng như chất lượng protein phụ thuộc vào phương pháp và qui trình sản xuất. Nguyên liệu sử dụng để sản xuất chế phẩm protein chủ yếu là các phế phụ phẩm của các cơ sở sản xuất, chế biến. Đối với cá cũng có thể sử dụng cá nguyên con, các loại cá ít được ưa chuộng vì những lý do nào đó. Chế phẩm protein thu nhận có thể sử dụng làm thức ăn cho người, hay để sản xuất thức ăn gia súc và thức ăn cho nuôi trồng thủy sản.

Dựa vào qui trình sản xuất người ta phân biệt 3 nhóm sản phẩm chính là: protein nồng độ cao (protein concentrate), protein chiết tách (protein isolate), và protein thủy phân (protein hydrolysed). 

Protein nồng độ cao (protein concentrate) được thu nhận bằng cách loại bỏ những phần phi protein của nguyên liệu ban đầu mà trong đó chủ yếu là lipit, khoáng, nước, bằng cách như vậy sẽ nâng cao hàm lượng protein trong sản phẩm. Kỹ thuật sản xuất nhóm protein này thường có sử dụng các công đoạn như gia nhiệt cao và sử dụng dung môi vv... vì vậy protein trong sản phẩm ít nhiều bị biến tính và có thay đổi tính chất so với ban đầu.

Protein chiết tách (protein isolate) được thu nhận bằng phương pháp trích ly protein từ nguyên liệu ban đầu. Ngược với phương pháp trên, thay vì loại bỏ phần phi protein người ta tìm cách tách protein ra khỏi nguyên liệu ban đầu. Thông thường người ta tìm biện pháp hòa tan protein sau đó kết tủa chọn lọc để thu nhận. Protein thu nhận trong sản phẩm ít bị biến đổi, mức độ thay đổi tính chất so với ban đầu phụ thuộc vào phương pháp thu nhận.

Protein thủy phân (protein hydrolysed) được thu nhận bằng phương pháp thủy phân. Sự thủy phân có thể sâu sắc hoặc sơ bộ. Sản phẩm thu nhận phụ thuộc vào phương pháp thu nhận.

5.2.1. Sản xuất chế phẩm protein nồng độ cao từ cá (Fish protein concentrate) 
Chế phẩm protein nồng độ cao từ cá hiện nay trên thị trường có 2 dạng là dạng bột khô và dạng bột nhão (pâte). Sản phẩm thu nhận dựa trên nguyên tắc chung là loại các tạp chất như khoáng, chất béo, nước... để nâng cao hàm lượng protein trong sản phẩm. Những sản phẩm này có thể sử dụng làm thực phẩm cho người hoặc cho vật nuôi tùy theo chất lượng. Sản phẩm sử dụng làm thức ăn cho người phải đảm bảo chất lượng theo qui định của các tổ chức quản lý chất lượng thực phẩm. Tại Mỹ, loại sản phẩm này dùng cho người phải được sản xuất từ một số loại cá nhất định, theo danh mục qui định của tổ chức quản lý chất lượng thực phẩm và dung môi sử dụng phải nằm trong bảng danh mục cho phép (ethanol, isopropanol hoặc dichloroethanol). Lượng dung môi còn lại trong sản phẩm cũng được kiểm soát nghiêm ngặt. Hiệp hội quản lý tiêu thụ protein (Protein Advisory Group) của tổ chức nông lương thế giới (FAO) đã đưa ra tiêu chuẩn chất lượng cho nhóm sản phẩm này, được trình bày tại bảng 4.5.
Bảng 4.5 : Chỉ tiêu chất lượng của sản phẩm protein nồng độ cao từ cá thuộc nhóm A và B (dạng bột khô)

	Chỉ tiêu
	Sản phẩm nhóm A
	Sản phẩm nhóm B

	Nước

Lipit

Protein

Tro tổng số

Tro tan

Fluor

Lysine tự do
	< 10%

< 0,5%

> 75%

< 15%

< 0,5%

< 250 ppm

> 6,5%
	< 10%

Không giới hạn

> 60%

< 20%

< 0,5%

< 250 ppm

> 6,5%


Qui định của FDA (Mỹ) cũng tương tự chỉ khác ở 2 điểm:

- Hàm lượng Fluor <100 ppm ;  Hàm lượng dung môi sót: Isopropanol < 250 ppm Dichloroethanol  < 5ppm.
Qui trình sản xuất cụ thể loại sản phẩm này cũng có nhiều kiểu khác nhau, trong khuôn khổ giáo trình này chúng tôi chỉ chọn trình bày một ví dụ cụ thể.

5.2.1.1. Phương pháp sản xuất 
Hiện nay tồn tại 3 phương sản xuất chính: Phương pháp khô, phương pháp ướt, và phương pháp sử dụng chất tẩy rửa. 

a. Phương pháp khô:

Người ta gọi phương pháp khô vì nguyên liệu ban đầu phải qua công đoạn sấy khô và nghiền nhỏ tạo dạng bột để dễ dàng tách các tạp chất. Phương pháp này thường sử dụng cho những nguyên liệu cá có hàm lượng chất béo không quá cao, vì nếu hàm lượng chất béo quá nhiều thì công đoạn sấy và nghiền ban đầu sẽ không thuận lợi. Sơ đồ qui trình sản xuất sản phẩm protein nồng độ cao từ cá của Chile được trình bày tại hình 4.19.

Hình 4.19: Sơ đồ qui trình sản xuất chế phẩm protein nồng độ cao từ cá
 theo phương pháp khô

Qui trình sản xuất loại sản phẩm này nhìn chung đều sử dụng dung môi, có thể dạng đơn cũng có thể phối hợp. Tiêu chí để chọn dung môi là:

- Không độc, dạng thương mại tinh khiết.

- Dể sử dụng và an toàn, giá thành thấp, không gây cháy nổ.

- Loại nước, loại lipit và loại mùi hiệu quả.

- Không hòa tan protein hoặc tương tác với protein.

- Điểm sôi thấp để dể loại dung môi, giảm thời gian gia nhiệt.

- Có thể thu hồi dễ dàng và dung môi không tác động đến các thiết bị.

Trên thực tế thì không có một dung môi nào lý tưởng có thể đáp ứng tất cả các tiêu chí đã đề ra. Những dung môi được sử dụng trong sản xuất loại sản phẩm này thường là ethanol 95%, isopropanol, dichloroethanol và hexan.

Công đoạn sấy có thể thực hiện bằng các phương pháp khác nhau, ví dụ ở Chile người ta thực hiện sấy gián tiếp bằng năng lượng hơi trong nồi hai vỏ hình trụ, còn tại Maroc người ta làm khô nguyên liệu bằng phương pháp sấy thông thường hoặc phơi.

Một trong những công đoạn quan trọng trong phương pháp này là tách chất béo và tạp chất khác. Chất béo và một số chất phi protein được tách bằng dung môi hữu cơ trong điều kiện có gia nhiệt. Dung môi hữu cơ được phối trộn với bột cá, khi đó chất béo và một số chất có thể hòa tan trong dung môi hữu cơ sẽ chuyển sang pha lỏng, hòa tan vào dung môi còn protein sẽ không tan trong dung môi hữu cơ nằm ở pha rắn.  Dung môi hữu cơ có chất béo hòa tan sau đó được tách ra để thu protein. Lượng dung môi còn sót lại trong sản phẩm là rất nhỏ và phải nằm trong giới hạn cho phép. Dung môi và các chất hòa tan sau đó đem chưng cất để thu hồi dung môi.

 
Dung môi sử dụng để loại béo có thể khác nhau, ví dụ ở Chile, sử dụng hệ hexan-ethanol ở giai đoạn chiết tách ban đầu, giai đoạn sau thay bằng ethanol 95% , ở một số nước khác như Maroc sử dụng hệ hexan, acetat ethyl và isopropanol còn tại Perou  sử dụng hexan. Mặc dù hệ dung môi sử dụng và một số công đoạn trong qui trình sản xuất ở các địa phương có thể khác nhau nhưng tất cả đều có điểm giống nhau chung là nguyên liệu phải sấy khô và sử dụng dung môi để loại béo và một số tạp chất khác.

b. Phương pháp ướt:

Người ta gọi phương pháp ướt vì nguyên liệu ban đầu là cá tươi hoặc các phụ phẩm chưa sấy. Các công đoạn chính trong phương pháp này được trình bày tại sơ đồ hình 4.20.
- Nhiều qui trình sản xuất cụ thể của các hãng sản xuất khác nhau như Viobin (Mỹ), Halifax (Canada), Astra (Suéde)... đã được giới thiệu. Các qui trình khác nhau chủ yếu ở các bước thực hiện và loại dung môi sử dụng.

Hình 4.20: Sơ đồ qui trình sản xuất chế phẩm protein nồng độ cao từ cá 
theo phương pháp ướt.

c. Phương pháp sử dụng chất tẩy rửa:  

Chất tẩy rửa có khả năng hòa tan lipit, trong dung dịch nó tạo nhũ với lipit còn protein nằm trong pha tan. Chất tẩy rửa được sử dụng là Sodium Dodecyl Sulphat  (SDS), Sodium lauryl sulphat. Protein sau khi loại lipit bằng chất tẩy rửa sẽ được kết tủa bằng dung môi hoặc bằng cách axit hóa môi trường với pH = 3-4.


Phương pháp này có nhược điểm là không thể loại triệt để được chất tẩy rửa ra khỏi nguyên liệu, lượng chất tẩy rửa còn sót lại trong sản phẩm sẽ là những chất độc hại. Phương pháp này trong những năm gần đây ít được sử dụng.

5.2.1.2. Tính chất của chế phẩm

Do trong quá trình sản xuất có gia nhiệt và sử dụng dung môi hữu cơ nên protein bị biến tính, làm thay đổi một số tính chất so với protein ban đầu như khả năng tan, khả năng giữ nước, khả năng nhũ hóa... Tuy nhiên về mặt giá trị dinh dưỡng thì loại protein này rất tốt do hàm lượng protein được nâng cao, thành phần axit amin đầy đủ và cân đối. Thành phần axit amin trong chế phẩm có thể so sánh tương đương với thành phần axit amin của trứng và casein của sữa. Sản phẩm trung tính, dễ bảo quản, mùi tanh của cá có thể giảm hoặc mất hoàn toàn.

Loại sản phẩm không còn mùi cá có thể sử dụng trong sản xuất bột dinh dưỡng, trong sản xuất các loại thực phẩm dạng pâte để làm tăng thành phần dinh dưỡng protein. Phần lớn các loại sản phẩm này được sử dụng trong sản xuất thức ăn cho gia súc, gia cầm và thức ăn cho nuôi trồng thủy sản.

5.2.2. Thu nhận protein bằng phương pháp chiết tách

Chất lượng của sản phẩm protein phụ thuộc vào phương pháp và kỹ thuật chiết tách, có thể phân biệt 2 nhóm sản phẩm dựa vào mức độ thay đổi tính chất của protein thu nhận so với nguyên liệu ban đầu như sau:

- Sản phẩm nhóm 1 : protein sau quá trình xử lý không bị biến tính, vẫn giữ được tính chất của protein ban đầu.

- Sản phẩm nhóm 2: protein sau quá trình xử lý có bị biến đổi ít nhiều, một ít có thể bị thủy phân.

a. Phương pháp sản xuất 

· Sản xuất protein nhóm 1:


Trong qui trình sản xuất loại protein này, cá nguyên liệu ban đầu được tách vây, vảy và rửa sạch trong nước có pH axit yếu. Khi rửa cá trong môi trường axit yếu sẽ loại bỏ bớt những protein ở da dễ tan trong axit và giữ lại phần protein của cơ thịt có giá trị cao hơn. Protein của cơ thịt cá sau đó được hòa tan trong dung dịch muối loãng ở pH = 7,5 - 9. Sau khi hòa tan, protein  được kết tủa lại bằng cách axit hóa môi trường và nâng nhiệt độ lên 65 oC trong thời gian ngắn ( một vài phút). Protein kết tủa được thu nhận bằng phương pháp ly tâm và tiếp tục loại chất béo bằng dung môi isopropanol, cuối cùng sản phẩm được sấy khô ở nhiệt độ thấp. Sản phẩm thu nhận theo phương pháp này vẫn giữ được những tính chất chức năng của protein ban đầu. Hiệu suất protein thu nhận phụ thuộc nhiều yếu tố như loại cá, nồng độ muối (NaCl) sử dụng để hòa tan protein, pH, nhiệt độ vv...

· Sản xuất protein nhóm 2

Chế phẩm protein nhóm 2 được thu nhận bằng cách thủy phân sơ bộ ban đầu,  làm đứt một phần liên kết peptid trong phân tử protein cũng như liên kết giữa protein với các thành phần khác nhằm giải phóng protein. Sự thủy phân không sâu như trường hợp sản xuất protein theo phương pháp thủy phân, tuy nhiên đây cũng chính là công đoạn làm thay đổi cấu trúc, tính chất lý, hóa cũng như tính cảm quan của protein thu nhận so với protein có trong nguyên liệu ban đầu. Mặc dù trong qui trình sản xuất có công đoạn thủy phân nhưng sản phẩm vẫn được xếp vào loại protein chiết tách vì protein kết tủa ở pH = 4,5 và có khoảng 50% protein trong sản phẩm vẫn giữ được những tính chất ban đầu. 

 Qui trình sản xuất ở các cơ sở sản xuất khác nhau cũng có những điểm khác nhau ít nhiều, dưới đây chúng tôi giới thiệu một qui trình sản xuất cụ thể theo Razekh và Metz (hình 4.21).

Hình 4.21: Sơ đồ sản xuất chế phẩm protein bằng phương pháp chiết tách
Thủy phân:  bổ sung NaOH 0,12 N, pH=12,  ở 70 oC, trong thời gian 120 phút, trung hòa lại bằng HCl sau khi thủy phân.
 - Rây (sàng) nhằm tách protein, loại xương.

 - Tẩy màu: tẩy màu bằng H2O2

 - Kết tủa tại điểm đẳng điện pH = 4,5

 - Tách béo:  sử dụng isopropanol, ở nhiệt độ 60 oC, trong thời gian 15 phút

 - Rửa bằng nước nóng nhằm loại bỏ dung môi.

 - Sấy phun hoặc sấy đông khô.


Một số nhược điểm cần lưu ý trong qui trình sản xuất loại sản phẩm này:


 - Thủy phân bằng tác nhân kiềm sẽ dẫn đến làm giảm chất lượng dinh dưỡng của protein do tác nhân kiềm làm tổn hại đến một số axit amin.


 - Khi kết tủa protein tại điểm đẳng điện pH = 4,5 thì hiệu suất thu hồi protein thấp bỡi vì điểm đẳng điện của các protein dao động trong một khoảng rộng.

Protein chiết tách (isolate protein) được sản xuất từ nhiều nguồn nguyên liệu khác nhau như cá, các phụ phẩm giết mổ gia cầm, gia súc vv... đặc biệt là protein chiết từ đậu nành, loại protein này có giá trị thương mại cao.

b. Tính chất và khả năng ứng dụng của sản phẩm


Nhìn chung sản phẩm protein thu nhận theo phương pháp chiết tách vẫn giữ được những tính chất cơ bản của protein ban đầu như khả năng tan, khả năng giữ nước, khả năng nhũ hóa, khả năng tạo bọt vv...Tính chất của sản phẩm protein nhóm 2 có thay đổi hơn so với nhóm 1, nhưng khoảng 50% vẫn giữ được những tính chất ban đầu.


Loại protein này có thể sử dụng trong sản xuất giò chả, xúc xích với vai trò là chất kết dính, chất tạo cấu trúc, khả năng bổ sung có thể lên đến 10%. Sản phẩm cũng có thể sử dụng trong sản xuất bánh bích qui, bánh mì, kem và các loại bánh ngọt khác nhằm tăng thành phần protein, tăng khả năng tạo nhũ, khả năng tạo bọt...

5.2.3. Thu nhận protein bằng phương pháp thủy phân


Dưới tác động của các tác nhân thủy phân, mạch phân tử protein bị bẻ gãy. Tùy mức độ thủy phân mà thành phần các chất trong sản phẩm có thay đổi. Nếu thủy phân sâu thì sản phẩm sẽ có thành phần axit amin cao, các oligopeptid và peptid ngắn, sản phẩm tan tốt trong nước. Mức độ thủy phân càng nhiều thì độ tan của sản phẩm càng cao. Tuy nhiên khi mức độ tan càng cao thì những tính chất chức năng ban đầu (tạo gel, tạo bọt, tạo nhũ...) của protein càng giảm.


Có 2 cách thủy phân: thủy phân hóa học và thủy phân bằng enzyme
a.  Phương pháp thủy phân hóa học

Cơ chế của phương pháp này là dùng hoá chất để thuỷ phân protein đến sản phẩm cuối cùng là axit amin. Thủy phân bằng tác nhân hóa học được sử dụng sớm hơn tác nhân enzyme. Tác nhân thủy phân có thể axit hoặc kiềm, thường sử dụng HCl, H2SO4 hoặc NaOH, Na2CO3 nhiệt độ thủy phân 100 oC dưới áp suất (có thể không). Thủy phân bằng HCl có ưu điểm hơn các hóa chất khác do màu của dịch thuỷ phân sáng, đạm thối ít và sự tổn thất axit amin cũng ít, bên cạnh đó sau khi thủy phân, trung hòa lại bằng NaOH sẽ tạo muối NaCl, là chất vừa tạo vị vừa có chức năng bảo quản. Nếu dùng H2SO4 thuỷ phân thì nhanh hơn dùng HCl, giá thành tương đương, nhưng màu dịch đạm đen hơn nhiều, có nhiều đạm thối. Dùng NaOH thuỷ phân thì giá trị dinh dưỡng sản phẩm bị thay đổi, đồng thời cũng bị mất đi một số axit amin. Còn dùng Na2CO3 thì tốt độ thủy phân chậm, đồng thời  tiêu tốn lượng axit lớn hơn lượng Na2CO3 để trung hoà dung dịch thuỷ phân.
 Khi thủy phân bằng axit, có nhược điểm là một số axit amin giải phóng ra sẽ bị phá hủy, cụ thể như triptophan bị phá hủy hoàn toàn, các axit amin có các nhóm chức -OH, -SH... cũng bị phá hủy một phần.

Khi thủy phân bằng tác nhân kiềm (NaOH) cũng làm cho cysteine, arginine, methionine bị phá hủy. Mặt khác khi thủy phân bằng kiềm sẽ làm các axit amin giải phóng ra chuyển từ dạng đồng phân L sang dạng D (raxemic hóa), là dạng mà cơ thể người không hấp thụ được, làm giảm giá trị dinh dưỡng. Những năm gần đây xu hướng chuyển phương pháp thủy phân bằng hóa học sang thủy phân bằng enzyme.
Nhược điểm lớn nhất của phương pháp thủy phân hóa học thường sản phẩm có sự thay đổi mùi, vị.
b. Phương pháp thủy phân bằng enzyme
Dựa vào nguồn cung cấp enzyme người ta phân biệt 2 kiểu thủy phân: tự phân và thủy phân bằng chế phẩm enzyme
- Tự phân: là trường hợp quá trình phân giải protein do enzyme protease của chính nguồn nguyên liệu. Các enzyme thủy phân có sẵn trong nguyên liệu cá, như pepsine, tripsine, chymotripine trong ruột cá, các protease trong cơ thịt cá vv...

Tự phân là phương pháp được áp dụng trong các công nghệ sản xuất thức ăn truyền thống như nước mắm của Việt Nam, nam-pla của Thái lan, shiokara của Nhật. Những sản phẩm loại này ban đầu nguyên liệu được bảo quản trong muối ở nồng độ cao.

- Thủy phân bằng chế phẩm enzyme
Là trường hợp phải sử dụng chế phẩm enzyme bổ sung vào nguyên liệu để thủy phân và giữ vai trò chính. Trong một số trường hợp có thể  kết hợp với enzyme có sẵn trong nguyên liệu, nhưng cũng có trường hợp người ta vô hoạt các enzyme trong nguyên liệu trước khi bổ sung enzyme. Thành phần hóa học của sản phẩm thủy phân phụ thuộc vào nguồn enzyme, vì mỗi enzyme có khả năng và vị trí thủy phân đặc trưng. Ví dụ khi sử dụng pepsine để thủy phân thì sản phẩm thường có vị đắng vì trong sản phẩm xuất hiện những peptid đắng, còn khi dùng enzyme subtilisine (protease của vi sinh vật) thì sản phẩm không bị đắng, chất lượng (độ tan, thành phần axit amin...) cao hơn. Chất lượng của sản phẩm thu nhận không những phụ thuộc vào bản chất của enzyme mà còn phụ thuộc vào điều kiện thủy phân như pH, nhiệt độ, nồng độ enzyme. 
Bảng 4.6: pH và nhiệt độ tối thích của một số enzyme sử dụng để sản xuất protein hydrrolysed từ cá

	Enzyme
	pH tối thích
	Nhiệt độ tối thích

	Tripsine

Pepsine

Pacreatine
	7,5

2,0

7,5
	40

50

40

	Papaine

Ficine

Bromelaine
	6,5

6,0

6,0
	65

40

50

	Pronase
	7,5
	50


Qui trình sản xuất chế phẩm protein thủy phân có các công đoạn chính sau đây:

  1- Nghiền nhỏ nguyên liệu để tăng hiệu quả thủy phân.

  2- Bổ sung enzyme và nước.

  3- Điều chỉnh pH, nhiệt độ thủy phân thích hợp.

  4- Thực hiện thủy phân trong khoảng thời gian đã chọn.

  5- Dừng quá trình thủy phân bằng cách gia nhiệt nhanh đến 100 oC.

  6- Loại xương và các phần phụ bằng phương pháp rây.

  7- Ly tâm lần thứ nhất để thu phần thịt mịn không tan.

  8- Dịch ly tâm lần thứ 1 đem ly tâm lần thứ 2 để tách chất béo.

  9- Trộn phần thịt mịn thu được ở lần ly tâm 1 với phần dịch đã tách béo ở lần ly tâm 2 đem cô đặc và sấy khô.


Các công đoạn trong qui trình có thể có thay đổi trong những trường hợp sản xuất cụ thể, ví dụ công đoạn nghiền nhỏ nguyên liệu ban đầu có thể không thực hiện, thay vào đó là quá trình xử lý nhiệt để tiêu diệt vi sinh vật, vô hoạt các enzyme trong nguyên liệu, làm biến tính protein để tăng khả năng thủy phân. Cách xử lý này tạo điều kiện cho enzyme thủy phân đưa vào thực hiện quá trình phân giải, sản phẩm thu nhận có định hướng và chất lượng cao hơn là trường hợp chỉ nghiền mà không gia nhiệt.


Sản phẩm protein thủy phân có tính tan tốt, nếu có công đoạn khử mùi tốt thì sản phẩm có thể sử dụng được trong sản xuất các sản phẩm dinh dưỡng dạng lỏng, và bổ sung vào nhiều qui trình sản xuất nhằm tăng hàm lượng protein trong sản phẩm.

c. Phương pháp thủy phân kết hợp
Đây là phương pháp được thạc sĩ Đặng Thị Mộng Quyên thực hiện năm 2005 với nguyên liệu ban đầu là phế liệu thu được sau công đoạn fillet của các xí nghiệp sản xuất cá đông lạnh xuất khẩu. 
Quá trình thủy phân được thực hiện 2 bước, đầu tiên thủy phân bằng enzyme sau đó bằng axit. Qui trình sản xuất đạm thủy phân được thực hiện theo sơ đồ hình 4.22. Trong qui trình này có bước cải tiến là không sử dụng dạng chế phẩm enzyme tinh khiết mà sử dụng vi khuẩn Bacillus subtilis là một loại vi khuẩn không có độc tố, an toàn cho người và gia súc, có khả năng tổng hợp protease cao. Vi khuẩn được đưa vào trực tiếp, và trong quá trình hoạt động vi khuẩn sẽ sản sinh enzyme thủy phân protein, làm đứt liên kết giữa protein và xương để dễ dàng tách xương và thu nhận protein. Các thông số kỹ thuật cụ thể của quá trình được trình bày tại bảng 4.7.
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Bảng 4.7: Các thông số kỹ thuật của qui trình sản xuất đạm thuỷ phân từ cá phế liệu
	STT
	Công đoạn
	Thông số kỹ thuật

	1
	Xử lý mẫu
	- Trộn đều nguyên liệu

- Bao gói và bảo quản ở -30oC

	2
	Xay ( cá phế liệu )
	Sử dụng máy xay thô, ( = 3 - 5mm

	3
	Nuôi cấy chìm Bacillus subtilis
	Môi trường:  pepton, bột cá, tinh bột tan 0,5% NaCL

	4
	Phối trộn
	Muối tinh: 3% ;       Nước: 30%

Dịch canh trường: 20%

	5
	Thuỷ phân bằng enzyme
	Nhiệt độ : 50oC;       pH = 6,5

Thời gian: 8 giờ, khuấy đảo liên tục

	6
	Thuỷ phân bằng axit
	Nhiệt độ 90oC 

Dùng HCl 7N điều chỉnh pH dịch cá = 4

Thời gian 2 giờ;  khuấy đảo liên tục

	7
	Trung hoà
	Na2CO3 20% , pH = 6,5

	8
	Đun sôi
	Nhiệt độ 100oC, thời gian 10 phút

	9
	Lọc xương
	Sử dụng rây lọc có ( = 1mm

	10
	Cô đặc
	Nồi cô đặc có cánh khuấy, cô ở áp suất thường

Nhiệt độ: 80oC ;        Thời gian: 1 giờ

Nồng độ chất khô: 30oBx

	11
	Xay nhuyễn
	Dùng máy xay, xay đến khi dịch nhuyễn, mịn, đồng nhất

	12
	Sấy ( xương )
	Nhiệt độ: 70oC ;        Thời gian: 4 - 5 giờ

Độ ẩm : 16%


Sản phẩm được hướng vào sử dụng trong sản xuất thức ăn cho nuôi trồng thủy sản. Sau thủy phân dịch đạm có nồng độ chất khô thấp, hàm lượng chất dinh dưỡng nhiều nên dễ bị hư hỏng trong thời gian ngắn. Tác giả đã tiến hành cô đặc và thu nhận sản phẩm ở dạng pâte để có thể bảo quản dài, các bước tiến hành như sau:

 - Sau 10 giờ thuỷ phân bằng enzyme – axit và trung hoà bằng Na2CO3 20% thì dung dịch được đem đun sôi  ở 100oC trong thời gian 10 phút. Quá trình đun sôi giúp vô hoạt enzyme, loại mùi tanh, đồng thời, ở nhiệt độ này độ nhớt của dung dịch giảm, quá trình lọc xương sau này cũng thuận lợi hơn. Cô đặc trực tiếp ở nhiệt độ 80oC trong thời gian 1 giờ, khuấy đảo liên tục. Nếu chọn nhiệt độ cô đặc cao hơn thì trong quá trình cô đặc dung dịch dễ bị cháy, nhất là ở giai đoạn cuối. Còn nếu nhiệt độ thấp hơn thì thời gian cô đặc lâu. Khi dung dịch đạt nồng độ khoảng 300Bx thì dừng quá trình cô đặc. Có thể cô đặc bằng phương pháp cô quay chân không. Sau khi cô đặc, để nguội dung dịch, thực hiện đồng hóa sản phẩm. Sản phẩm đem kiểm tra các chỉ tiêu chất lượng. Ngoài sản phẩm protein dạng pâte còn có sản phẩm phụ là bột xương, có thể sử dụng để sản xuất thức ăn cho gia cầm.
6. CÁC DẠNG CHẾ PHẨM ENZYME
Tuỳ theo mục đích sử dụng và yêu cầu về độ mức độ tinh sạch mà có thể sử dụng các dạng chế phẩm khác nhau. Dựa vào mức độ tinh sạch, người ta phân biệt 3 loại chế phẩm enzyme: Chế phẩm thô, chế phẩm kỹ thuật và chế phẩm tinh khiết.

6.1. Chế phẩm thô

Chế phẩm thô là loại chưa được tinh chế, còn lẫn các thành phần khác, nồng độ enzyme trong chế phẩm không cao. Chế phẩm thô từ nguồn vi sinh vật đối với trường hợp enzyme ngoại bào có thể thu nhận theo qui trình sau:

6.1.1 Thu nhận chế phẩm thô từ canh trường lỏng

Vi sinh vật nuôi trong môi trường lỏng sẽ phát triển và tổng hợp enzyme đưa vào môi trường. Sau khi nuôi đến thời điểm enzyme tích tụ cao, người ta tiến hành lọc hoặc ly tâm để tách tế bào vi sinh vật. Trong dịch môi trường, nồng độ enzyme thấp nên phải cô đặc đến nồng độ chất khô đạt  30÷50 g/l, sau đó, bổ sung chất bảo quản như NaCl, sorbitol, glyxerol, benzoat natri, vv ... Chế phẩm thô dạng lỏng có thể bảo quản từ 1÷2 năm. Nếu muốn thu chế phẩm thô dạng bột thì sử dụng chế phẩm thô dạng lỏng, sau đó, bổ sung thêm chất ổn định vào dịch và sấy phun hoặc sấy thăng hoa (đông khô). Qui trình thu nhận chế phẩm thô từ canh trường lỏng được trình bày tại Hình 4.23:


Hình 4.23: Sơ đồ thu nhận chế phẩm thô từ canh trường lỏng
6.1.2 Thu nhận chế phẩm thô từ canh trường bề mặt

Khi nuôi vi sinh vật trên môi trường rắn thì vấn đề tách riêng tế bào vi sinh vật ra khỏi môi trường là rất khó. Vì vậy, để thu nhận chế phẩm thô trong trường hợp này, thông thường, sau khi nuôi kết thúc, người ta sấy môi trường cùng nấm sợi ở 40oC đến khô (độ ẩm khoảng 12%), sau đó, nghiền thành bột mịn. Trong chế phẩm thô này, ngoài enzyme còn có tế bào vi sinh vật và các thành phần môi trường còn lại. Loại chế phẩm thô này chỉ sử dụng trong những lĩnh vực không đòi hỏi chất lượng cao như công nghiệp thuộc da, công nghiệp giấy, trong xử lý môi trường hay trong những qui trình lên men phù hợp.  

6.2. Chế phẩm enzyme kỹ thuật

Là chế phẩm đã được tinh chế sơ bộ, một số protein tạp đã được tách ra, tuy nhiên, mức độ tinh sạch chưa hoàn hảo. Trong chế phẩm enzyme kỹ thuật vẫn còn chứa những thành phần protein khác, có thể protein không có hoạt tính enzyme nhưng không gây ảnh hưởng xấu, hoặc hỗn hợp gồm một vài enzyme chủ yếu.

Chế phẩm kỹ thuật được sử dụng trong nhiều qui trình sản xuất, ví dụ như chế phẩm amylase, sử dụng trong sản xuất glucose, sản xuất nha, sản xuất bia, vv ... 

6.3. Chế phẩm enzyme tinh khiết

Là chế phẩm đã được tinh chế kỹ, các protein và enzyme tạp đã bị loại gần như hoàn toàn. Trong chế phẩm hầu như chỉ có một loại enzyme.

Các chế phẩm enzyme tinh khiết được sử dụng trong y học, trong nghiên cứu khoa học và trong phân tích.

-------------------------------------------------------------------------------------------

TÓM TẮT CHƯƠNG 4

Enzyme được thu nhận chủ yếu từ 3 nguồn nguyên liệu chính là vi sinh vật, thực vật và động vật. 

Các enzyme thu nhận từ nguồn vi sinh vật có hoạt tính mạnh hơn enzyme của động vật và thực vật cùng loại. Tế bào vi sinh vật có thể tổng hợp cùng một lúc nhiều loại enzyme khác nhau. Để thu nhận một enzyme nào đó việc trước tiên là phải tuyển chọn chủng có khả năng tổng hợp enzyme cao, sau đó là chọn môi trường và điều kiện nuôi để có thể thu nhận enzyme. Có 2 phương pháp nuôi để thu enzyme là nuôi trên môi trường rắn (phương pháp bề mặt) và nuôi trong môi trường lỏng (phương pháp nuôi chìm).

Nhiều enzyme có thể thu nhận từ nguồn vi sinh vật, tiêu biểu như amylase, protease, pectinase, cellulase... Enzyme thu nhận từ nguồn thực vật và động vật có giá thành cao do phụ thuộc vào thời gian và chi phí nuôi trồng. Các enzyme thu nhận từ nguồn thực vật như papain của mủ đu đủ, bromelain của dứa và các enzyme trong hạt nảy mầm (trong malt). Các enzyme thu nhận từ nguồn động vật như renin từ dạ dày bê, pepsin từ màng nhầy dạ dày động vật.

Một số protein có hoạt tính sinh học cao cũng được sản xuất bằng con đường sinh học như insulin. Ngoài ra một số dạng protein cũng được thu nhận từ các nguồn nguyên liệu rẻ tiền nhằm sử dụng làm thức ăn cho người và vật nuôi.

CÂU HỎI ÔN TẬP
1- Đặc điểm hệ enzyme của vi sinh vật.

2- Qui trình sản xuất một enzyme từ vi sinh vật

3- Đặc điểm và qui trình thu nhận amylase từ Aspergillus oryzae

4- Đặc điểm và qui trình sản xuất protease từ Bacillus subtilis

5- Đặc điểm và qui trình thu nhận enzyme pectinase

6- Đặc điểm và qui trình thu nhận enzyme cellulase

7- Đặc điểm và qui trình thu nhận enzyme renin và pepsin

8- Công nghệ sản xuất insulin

9- Các dạng chế phẩm enzyme và đặc điểm của chúng.

Chương 5:  ỨNG DỤNG CỦA ENZYME
Hiện nay, ngày càng nhiều chế phẩm enzyme được sản xuất và thương mại hoá, nhiều enzyme được sản xuất với qui mô công nghiệp. Mức độ tinh sạch của các chế phẩm tuỳ thuộc theo mục đích sử dụng. Các chế phẩm enzyme phổ biến là protease, amylase, catalase, lipase, glucooxydase, pullulanase, vv ....

Enzyme được ứng dụng trong nhiều lĩnh vực như trong nông nghiệp, công nghiệp thực phẩm, công nghiệp dệt, công nghiệp giấy, trong y dược, vv .... Việc sử dụng enzyme đã đem lại hiệu quả cao cho nhiều lĩnh vực sản xuất, đặc biệt là trong công nghệ thực phẩm, trong y dược và trong một số lĩnh vực công nghiệp như thuộc da, sản xuất chất tẩy rửa, trong công nghiệp dệt.

1. ỨNG DỤNG ENZYME TRONG CÔNG NGHIỆP THỰC PHẨM
Cùng với sự phát triển mạnh mẽ của công nghệ sinh học, các chế phẩm enzyme sản xuất ngày càng nhiều và được sử dụng trong nhiều lĩnh vực sản xuất.  Lượng enzyme được sử dụng trong công nghiệp thực phẩm rất lớn, enzyme đã dần từng bước làm thay đổi và nâng cao một số quá trình công nghệ trong chế biến thực phẩm. Rất nhiều lĩnh vực sản xuất thực phẩm sử dụng enzyme như trong sản xuất bánh mì, sản xuất rượu, sản xuất bia, nước giải khát, vv ... Các enzyme thường sử dụng là protease, amylase, pectinase, cellulase. Dưới đây giới thiệu chủ yếu những ứng dụng của một số enzyme đã và đang được sản xuất với một lượng lớn trên thế giới.

1.1. Ứng dụng enzyme trong chế biến bột và sản xuất bánh kẹo

Amylase là enzyme thuỷ phân tinh bột, là một trong những enzyme được sử dụng nhiều trong công nghiệp thực phẩm. Vì tinh bột là nguồn nguyên liệu quan trọng trong công nghệ thực phẩm, tinh bột có mặt trong rất nhiều loại thực phẩm. Ứng dụng amylase để xử lý tinh bột, người ta thu được nhiều loại sản phẩm khác nhau, tuỳ theo mức độ phân cắt mạch tinh bột. Quá trình có thể biểu diễn như sau:

Tinh bột              Dextrin + oligosaccharid                Maltose                 Glucose


Ứng dụng trong chế biến bột: Trong công nghiệp chế biến tinh bột người ta bổ sung amylase vào công thức để bù lại hoạt lực yếu của nguyên liệu ngũ cốc. Người ta cũng sử dụng amylase trong chế biến tinh bột để làm đa dạng hoá các loại bột. Tinh bột chiết tách từ nguồn nguyên liệu tự nhiên, khi sử dụng trong chế biến sẽ có một số hạn chế, vì mỗi loại có kích thước, cấu tạo hạt và tính chất riêng. Để có nhiều loại hình tinh bột phù hợp theo yêu cầu sử dụng, người ta làm thay đổi cấu trúc phân tử bằng các tác nhân vật lý, hoá học và enzyme. Các loại tinh bột thu nhận bằng con đường thay đổi ít nhiều cấu tạo phân tử của tinh bột tự nhiên, được gọi là tinh bột biến hình. Tinh bột biến hình sẽ có những tính chất khác với tinh bột tự nhiên ban đầu. Enzyme amylase được sử dụng để sản xuất tinh bột biến hình. Loại tinh bột biến hình này có mạch phân tử nhỏ hơn mạch phân tử của tinh bột tự nhiên ban đầu nên có độ nhớt thấp hợn.

Amylase cũng được sử dụng để sản xuất mật tinh bột (nha). Dưới tác dụng của enzyme amylase, phân tử tinh bột hoặc bị cắt ngẫu nhiên thành những dextrin phân tử thấp hoặc bị cắt tạo thành hỗn hợp các oligosaccharid và glucose, làm thay đổi độ nhớt của dung dịch tinh bột. Tuỳ theo mức độ phân cắt mạch tinh bột mà độ nhớt của dung dịch sẽ giảm nhiều hay ít. Quá trình chuyển dung dịch có độ nhớt cao thành độ nhớt thấp gọi là quá trình dịch hoá. Enzyme (-amylase làm giảm độ nhớt nhanh nên thường được ứng dụng để dịch hoá tinh bột. Tuỳ theo nguồn gốc của (-amylase mà thành phần sản phẩm trong dịch mật tinh bột cũng có khác nhau, các oligosaccharid có thể chứa từ 2 đến 7 gốc glucose. Dưới tác dụng của (-amylase thì thành phần sản phẩm trong dịch chứa nhiều đường maltose. Dịch mật tinh bột được sử dụng trong sản xuất bánh kẹo hay gọi là dịch nha. Ở nước ta hiện nay, nha được sản xuất từ tinh bột sắn (khoai mì) bằng phương pháp enzyme, ứng dụng enzyme amylase chịu nhiệt của hãng Novo Đan Mạch. Ngoài ra, dịch nha còn được sử dụng trong sản xuất các loại sản phẩm bán lỏng như tương ớt.

Các tính chất đặc trưng của bột nhào để làm bánh phụ thuộc phần lớn vào gluten không hòa tan - vì gluten tạo độ dẻo, độ đàn hồi cho bột nhào. “Độ bền” của bột liên quan đến hàm lượng và chất lượng gluten. Mặc dù trong bột mì đã có chứa sẵn một lượng enzyme protease nhưng việc thêm protease vào bột nhào sẽ làm hoàn thiện hơn các tính chất của bột nhào: độ nhớt, độ đàn hồi tăng đáng kể, thể tích của bánh tăng làm cho bề mặt mịn và cứng hơn, thời gian nhào bột ngắn hơn, vì vậy, tiết kiệm được nhân công, làm giảm giá thành sản phẩm. Và cuối cùng, việc sử dụng enzyme cho phép nhà sản xuất sử dụng các loại bột có chất lượng khác nhau để sản xuất các loại bánh nướng tiêu chuẩn. Tuy nhiên, nếu thủy phân quá mức sẽ làm cho bột dính và nhão, ảnh hưởng xấu đến chất lượng của bánh. 


Một số enzyme thương mại ứng dụng trong chế biến tinh bột:

+ Termamyl 120L: Sử dụng để dịch hoá tinh bột, enzyme chịu nhiệt, nhiệt độ hoạt động 85÷90oC. Dịch mật tinh bột thường có hàm lượng đường khử đạt 8÷12% (DE = 8-12), độ thuỷ phân tối đa có thể lên đến 40% (DE = 40).

+ Fungamyl 800L: Enzyme (-amylase từ nấm mốc, khả năng chịu nhiệt tối ưu của enzyme này là 60÷65oC. Sản phẩm thuỷ phân thu nhận chứa nhiều đường maltose, được sử dụng để sản xuất siro maltose nồng độ cao: 40-60% maltose, 2-7% glucose hay siro có độ chuyển hoá cao DE = 60-70; 35-43% glucose; 30-37% maltose.

+ Promozyme 200L: Là enzyme chịu nhiệt thu nhận từ nấm mốc thuộc loài Bacillus axitopullulyticus, trong thành phần có pullulanase và pullulan 6-glucanohydrolase. Promozym xúc tác thuỷ phân liên kết (-(1-6) glycosit của các amylopectin đã được thuỷ phân một phần bởi enzyme (-amylase và của các pullulan có ít nhất 2 đơn vị glucose trong chuỗi mạch bên. Enzyme được ứng dụng trong sản xuất đường maltose (sử dụng đồng thời với fungamyl) và sản xuất dextrin (sử dụng đồng thời với glucoamylase). Hoạt độ của nó có thể được loại bỏ khi đun nóng dịch tới 85oC trong 5 phút hay 80oC trong 40 phút.

+ AMG 300L:  Là enzyme glucoamylase, xúc tác thuỷ phân dextrin thành đường glucose.

+ Dextrozyme 75: Là hỗn hợp cân bằng giữa AMG và promozyme dùng để sản xuất đường glucose có hàm lượng cao.

+ Sweetzyme 350T: Chế phẩm chứa chủ yếu enzyme glucoisomerase, xúc tác chuyển hoá gluco thành fructose. Enzyme được sử dụng trong công nghệ sản xuất đường fructose.

Ứng dụng trong chế biến bánh kẹo: Trong sản xuất bánh mì, bánh bisqui thì chất lượng và tính chất của bột là rất quan trọng, quyết định cho chủng loại và tính chất đặc trưng của bánh. Trong sản xuất bánh mì, các protein và sự biến đổi của protein do enzyme tác dụng có tính chất quyết định đến chất lượng bột nhào, đặc biệt là khả năng giữ khí.

Trong bột mì, hàm lượng đường thấp, làm cho nấm men bánh mì phát triển chậm, tạo ra ít lượng khí nên độ xốp cho bánh kém. Để tăng lượng đường trong bột và tạo hương vị đặc trưng của bánh, người ta đưa chế phẩm amylase vào bột nhào. Chế phẩm amylase sử dụng trong sản xuất bánh mì được sản xuất từ nấm mốc Asp. oryzae, Asp. Awamori hoặc từ vi khuẩn.  Enzyme của nấm mốc chịu được môi trường axit tốt, phù hợp với điều kiện hoạt động của nấm men trong bột nhào, mặt khác, enzyme của nấm mốc chịu nhiệt kém hơn của vi khuẩn nên trong giai đoạn nướng dễ vô hoạt hơn.

Trong bột mỳ, protein không hoà tan (gluten) quyết định tính chất của khối bột nhào khi làm bánh nướng. Khi nhào bột mỳ với nước sẽ tạo nên dạng lưu nhớt của gluten. Dạng gluten này có khả năng giữ khí trong khối bột nhào tạo nên hình dạng ổn định của bánh nướng. Việc thêm protease vào bột nhào có tác dụng làm thay đổi tính chất lưu biến và vật lý của bột nhào, chẳng hạn như tính lưu nhớt, độ đàn hồi, độ trương nở…Nhiều kết quả nghiên cứu cho thấy, sự có mặt của protease Aspergilus Oryzae làm rút ngắn thời gian chảy và tăng tốc độ hồi phục của bột nhào. Ứng dụng enzyme vào việc nhào bột tạo điều kiện dễ dàng trong việc quản lý và tạo ra các sản phẩm đa dạng, giảm thời gian nhào trộn, tăng thể tích sản phẩm. Các protease vi khuẩn có tác dụng làm tăng khả năng dát mỏng và độ dai của khối bột nhào. 
Trong sản xuất kẹo, đường là nguyên liệu chính. Enzyme đóng vai trò quan trọng trong sản xuất kẹo là invertase, chịu trách nhiệm thuỷ phân đường saccharose thành đường glucose và fructose làm cho vị ngọt êm dịu hơn. Invertase cũng được sử dụng trong công nghệ sản xuất nước ngọt.

Invertase bền trong khoảng pH=3,5÷5,5 hoạt động tốt ở pH=4,5. Nhiệt độ tối thích của enzyme này khó xác định vì chế phẩm chưa tinh khiết có tính ổn định lớn hơn. Nồng độ đường trong dung dịch ảnh hưởng đến tính ổn định của enzyme. Ở nồng độ đường loãng, nhiệt độ thích hợp là 55oC, và khi nhiệt độ lên đến 59oC enzyme sẽ bị phá huỷ. Ở nồng độ đường cao enzyme có thể chịu đến 65÷70oC.  

Invectase nhạy cảm với  ánh sáng và các tia vật lý. Invectase của nấm men rất nhạy cảm với ion kim loại như Cu+2 , Cd+2 , Hg+2 , vv ...
1.2. Ứng dụng enzyme trong công nghệ sản xuất bia 
Trong công nghệ sản xuất bia truyền thống, các nước phương Tây chủ yếu sử dụng enzyme amylase của malt để thủy phân tinh bột trong malt, sau đó đến giai đoạn lên men rượu thì sử dụng nấm men Saccharomyces sp.

Cơ sở khoa học của việc sử dụng amylase trong sản xuất bia ở chỗ: Trong hạt, một lượng enzyme amylase được tổng hợp vừa đủ để thuỷ phân lượng tinh bột có trong hạt. Khi đại mạch chuyển từ trạng thái hạt sang trạng thái nảy mầm (malt), enzyme amylase sẽ được hoạt hoá và khi đó enzyme này sẽ thủy phân tinh bột có trong hạt (tạo đường để cung cấp cho cây con và tạo ra năng lượng, vật chất cho sự tạo thành mầm). Như vậy, tinh bột trong hạt được đường hoá nhờ enzyme của chính nó. Trong sản xuất malt, người ta tạo điều kiện thuận lợi cho enzyme đường hoá tinh bột và giết chết mầm để thu đường, lượng đường thu được này được sử dụng để cung cấp cho nấm men để lên men. Như vậy, trong sản xuất bia, malt vừa là nguồn cung cấp đường, vừa là nguồn cung cấp enzyme. Để sản xuất malt người ta phải cho hạt nảy mầm, và sau đó rửa, sấy. Thời gian sản xuất kéo dài khoảng 10 ngày, cần chi phí cho công nhân sản xuất, phải có mặt bằng phân xưởng, cộng thêm chi phí vận chuyển,  đặc biệt là đối với những quốc gia không trồng đại mạch, nên giá thành thường là cao. Nếu sản xuất bia với 100% malt thì chi phí sản xuất cao, dẫn tới lợi nhuận thấp. Để khắc phục điều này, trong quá trình lên men tạo bia, nhà sản xuất không sử dụng hoàn toàn 100% nguyên liệu là malt đại mạch mà còn bổ sung nguồn tinh bột như bắp, gạo, vv ... để enzyme trong malt phân giải thành đường cho quá trình lên men. Tuy nhiên, nếu lượng tinh bột bổ sung nhiều thì lượng enzyme trong malt không thể phân giải hết, do đó, người ta sử dụng thêm chế phẩm enzyme amylase thu nhận từ các nguồn khác nhau như từ thục vật, vi sinh vật, cung cấp cho quá trình thủy phân tinh bột. Amylase có ý nghĩa rất lớn trong sản xuất bia. Trong qui trình công nghệ sản xuất bia, người ta tạo điều kiện thuận lợi cho amylase của malt và amylase bổ sung hoạt động tốt, nhằm thu lượng đường trong dịch lên men cao. 
Có thể nói rằng, trong sản xuất bia không thể thiếu amylase. Nguồn amylase bổ sung trong sản xuất bia hiện nay chủ yếu là enzyme của vi sinh vật - vì chế phẩm của enzyme vi sinh vật có hoạt tính xúc tác mạnh, có khả năng chuyển tinh bột thành các loại đường có khả năng lên men. Ngoài ra, các chế phẩm enzyme vi sinh vật thường có khả năng hoạt động ở nhiệt độ cao, rất thuận lợi cho việc dịch hoá và đường hoá tinh bột.

Trong sản xuất bia hiện nay, ngoài amylase, người ta còn sử dụng chế phẩm enzyme protease để phân giải những phân tử protein còn sót lại trong dịch sau lên men để làm tăng khả năng lọc, đồng thời chống biến đục trong bia thành phẩm. Enzyme polyphenoloxydase cũng được sử dụng để chuyển hoá các polyphenol trong bia, làm tăng độ êm dịu và tạo hương vị đặc trưng cho bia.
1.3.  Ứng dụng của enzyme trong sản xuất cồn

Cồn được sản xuất chủ yếu bằng lên men nhờ các nấm men. Người ta lên men rượu từ các nguyên liệu chứa đường như dịch rỉ đường hoặc từ các nguyên liệu giàu tinh bột như gạo, nếp, bắp. 

Để sản xuất cồn từ nguồn nguyên liệu tinh bột, mỗi nước sử dụng các loại nguyên liệu khác nhau.Ví dụ, ở Mỹ, người ta sử dụng nguyên liệu từ bột ngô để sản xuất cồn, còn ở Brazin lại sử dụng khoai mì, các nước khác sử dụng gạo hoặc tấm từ gạo. Quá trình sản xuất cồn trải qua ba giai đoạn: Giai đoạn chuyển tinh bột thành đường (đường hoá) và giai đoạn lên men dịch đường để thu rượu và giai đoạn chưng cất để thu cồn.

Ở giai đoạn đường hóa, hầu như phải sử dụng enzyme amylase. Người Nhật sử dụng enzyme amylase của nấm mốc trong quá trình đường hóa để sản xuất Sake từ cách đây hơn 1700 năm. Người Trung Quốc thì đã sử dụng nhiều loại nấm mốc để đường hóa trong sản xuất rượu cách đây 4000 năm. Còn người Việt Nam đã biết sản xuất rượu từ gạo cách đây hàng ngàn năm. Riêng ở Mỹ, mãi đến thế kỷ XIX, khi Takamine (Nhật Bản) đưa nấm mốc Aspergillus sang thì mới biết sử dụng enzyme này thay cho amylase của malt để sản xuất cồn. Chính vì thế mới có phương pháp Micomalt (nấm mốc) trong sản xuất cồn và rượu. Nhờ sự du nhập kỹ thuật này từ Nhật mà người Mỹ tiết kiệm được một khối lượng malt khổng lồ trong sản xuất rượu, cồn. 

Vai trò của amylase thu nhận từ các nguồn khác nhau có khả năng thuỷ phân tinh bột khác nhau. Ví dụ (-amylase của vi khuẩn thuỷ phân tinh bột tạo ra lượng glucose và maltose theo tỉ lệ 1:5,45;  (-amylase của nấm sợi thuỷ phân tinh bột tạo ra lượng glucose và maltose theo tỉ lệ 1:3,79. Khi tiến hành thuỷ phân tinh bột bằng (-amylase của nấm sợi đến dextrin có giới hạn không quá 4 gốc monosaccharid và một liên kết (-(1-6), thì khả năng đường hoá đến glucose và maltose đạt 84÷87% lượng tinh bột ban đầu. Như vậy, khả năng thuỷ phân phụ thuộc vào nguồn enzyme.

1.4. Ứng dụng enzyme trong chế biến sữa
Trong công nghệ chế biến sữa thì enzyme được sử dụng trong sản xuất fromage là nhiều nhất. Trong qui trình sản xuất fromage có giai đoạn đông tụ sữa - giai đoạn này cho phép loại một phần nước và các chất hoà tan để thu protein của sữa. Môi trường axit (pH = 4,6) và tác động của enzyme đều làm đông tụ sữa. Một số enzyme đông tụ sữa như pepsin tách từ dạ dày bò trưởng thành, renin chiết tách từ dạ dày bê và một số enzyme chiết tách từ vi sinh vật. Các enzyme đông tụ sữa đều thuộc nhóm protease.

Protease không những có khả năng thủy phân protein mà còn có khả năng làm đông tụ sữa nên được sử dụng trong sản xuất fromage. Những protease có tác dụng làm đông tụ sữa là renin, pepsin và một số protease vi sinh vật khác. Ngoài ra, để đáp ứng nhu cầu thực tế hiện nay, protease thực vật như fixin và bromelain cũng được sử dụng vào mục đích này. Tuy nhiên, tất cả protease vi sinh vật và thực vật đều khác với renin của động vật ở chỗ, chúng không những làm đông tụ sữa mà còn thủy phân sâu cazein, và do đó, có ảnh hưởng xấu đến chất lượng của fromage. Vì vậy, trong quá trình sản xuất fromage, renin vẫn chiếm một vị trí đặc biệt so với các protease khác. 

Ngoài các enzyme làm đông tụ sữa, người ta còn sử dụng enzyme lactase để thuỷ phân đường lactose, tạo thành đường glucose để làm tăng vị ngọt cho sữa. Có 3 loại lactase được dùng trong công nghệ sữa: 

- Lactase từ Asp. Niger  hoạt động ở pH vùng axit, thích hợp cho sản xuất dịch sữa.

- Lactase từ Asp. Oryzae hoạt động ở pH vùng axit yếu, loại này kém ổn định hơn các loại khác.

- Lactase từ Kluyveromyces flagilis hoạt động tốt ở vùng pH gần 6, thích hợp cho sản xuất sữa tươi, làm tăng vị ngọt.


Để tăng vị ngọt và làm giảm mức độ kết tinh, người ta còn sử dụng (-galactosidase - Enzyme này được sử dụng vào các mục đích sau:

- Sản xuất sữa có nồng độ lactose thấp cho người bệnh thiếu (-galactosidase

- Sản xuất sữa chua và fromage

- Biến đổi các sản phẩm sữa dùng để sản xuất kem và sữa chua

- Xử lý sữa trước khi lạnh đông

- Sản xuất siro và những chất làm ngọt dùng cho thực phẩm

Enzyme Glucooxydase cũng được sử dụng như một chất chống oxy hoá đối với các sản phẩm giàu chất béo như bơ, sữa bột vv ...

Trong công nghệ chế biến sữa người ta còn sử dụng enzyme lipase - Nguồn lipase có thể thu nhận từ động vật (dạ dày bò, cừu, dê) và từ vi sinh vật (Asp. niger ; penicillium camembert ; penicillium roqueforti).

Sử dụng lipase để thuỷ phân chất béo thường nhằm mục đích tạo hương thơm đặc trưng, vì sau khi thuỷ phân thường tạo ra các axit béo có phân tử lượng thấp, các axit này sẽ được chuyển hoá tạo thành các chất thơm.

1.5. Ứng dụng enzyme trong sản xuất thức ăn gia súc

Trong thức ăn gia súc, các loại ngũ cốc chiếm một tỷ lệ rất lớn - Trong đó, chủ yếu là tinh bột. Để tăng khả năng sử dụng năng lượng từ nguồn tinh bột này, người ta thường bổ sung một lượng amylase vào để thủy phân một phần tinh bột thành đường, giúp cho quá trình chuyển hóa tinh bột dễ dàng hơn.

Đối với những động vật không nhai lại, trong thành phần thức ăn nhiều cellulose sẽ ảnh hưởng đến sự tiêu hoá, làm giảm khả năng tăng trọng, vì vậy việc thuỷ phân cellulose sơ bộ trong chế biến thực phẩm gia súc là điều rất cần thiết. Enzyme cellulase cũng được sử dụng trong chế biến thức ăn cho gia súc để làm tăng lượng đường và làm mềm thành phần cellulose.

2. ỨNG DỤNG ENZYME TRONG TRONG Y DƯỢC
Vai trò của enzyme trong điều trị và chuẩn đoán bệnh đã được biết từ lâu và hiện nay ngày càng phát triển. Mặc dù lượng enzyme sử dụng trong lĩnh vực bày chỉ chiếm một lượng nhỏ (khoảng 1%) nhưng đem lại lợi nhuận rất cao: khoảng 8% lợi nhuận là từ các enzyme bán ra trên thị trường.

Phạm vi ứng dụng enzyme trong y dược ngày càng rộng. Enzyme sử dụng trong bào chế thuốc chữa bệnh ngày càng nhiều. Trong phạm vi của giáo trình này chúng tôi chỉ đề cập đến một số ứng dụng của các enzyme thông dụng:

- Enzyme amylase: Được sử dụng để phối hợp với coenzyme A, cytocrom C, ATP, carboxylase để điều chế thuốc điều trị bệnh tim mạch, bệnh thần kinh. Mặt khác, amylase phối hợp với enzyme thủy phân để chữa bệnh thiếu enzyme đường tiêu hóa. Amylase của vi khuẩn cho đến nay có ưu điểm là bền hơn trong môi trường axit của dạ dày so với amylase thu nhận từ động vật và vi nấm. Amylase lấy từ nguồn vi khuẩn Bacillus subtilis được dùng để bào chế thuốc giúp tăng cường tiêu hóa trong trường hợp ăn khó tiêu. 

- Enzyme bromelain: Trong y học, Bromelain được sử dụng để làm giảm đau nhanh sau khi phẫu thuật, giảm đau đối với các trường hợp viêm khớp, viêm đa khớp, giảm thời gian tan các vết bầm và chống viêm. Bromelain còn có khả năng chống đông tụ các tiểu cầu, làm giảm nguy cơ đột quỵ đối với bệnh tim mạch, tăng khả năng hấp thụ các loại thuốc đặc biệt là kháng sinh như amoxiciline hay tetracyline.

Bromelain là enzyme thủy phân protein thành axit amin nên có lợi cho tiêu hóa, hoạt động được trong môi trường axit của dạ dày và môi trường kiềm của ruột non: Nó có thể thay thế cho các enzyme tiêu hóa như: pepsin, trysin.

- Enzyme tripsin và chymotripsin: Các enzyme này được sử dụng làm thuốc tiêu viêm, làm lành vết thương, vết bỏng, làm giãn và tiêu biến niêm mạc bị hoại trong một số bệnh viêm phổi, viêm khí quản. Tripsin dùng để chữa bệnh viêm tĩnh mạch huyết khối, viêm tuỵ (dùng pacreatin là hỗn hợp của tripsin, chymotripsin, peptidase, lipase và amylase). Chymotripsin chữa bệnh loét dạ dày, loét kết tràng.

Cùng với sự phát triển của kỹ thuật gen, với sự hỗ trợ đắc lực của enzyme, con người đã sản xuất được những chất mà cơ thể sống chỉ có thể tổng hợp được một lượng cực nhỏ như inteferon, một số kháng thể, hormon, vacin, insulin, vv ...

Insulin được tổng hợp lần đầu tiên theo kỹ thuật gen vào năm 1978, hiện nay đã được sản xuất và bán rộng rãi trên thị trường. Inteferon tổng hợp theo con đường sinh học ra đời ở Aillen năm 1985. 

Năm 1975, hai nhà khoa học Kohler và Milster đã tìm ra phương pháp tổng hợp kháng thể đơn dòng bằng kỹ thuật lai soma giữa tế bào B với một tế bào ung thư. Kháng thể đơn dòng có tính đặc hiệu cao với kháng nguyên nên được sử dụng để sản xuất ra các bộ kit dùng trong chuẩn đoán bệnh.
3. ỨNG DỤNG ENZYME TRONG MỘT SỐ NGÀNH CÔNG NGHIỆP KHÁC
3.1. Ứng dụng của enzyme trong công nghiệp dệt

Trong kỹ thuật dệt vải, để làm tăng độ bền đối với các tác động kéo, mài mòn, các sợi vải thường được hồ hoá trước với các chất cao phân tử có khả năng kết dính với cellulose như tinh bột, gelatin. Người ta thường dùng tinh bột để hồ hoá. Tinh bột sử dụng để hồ hoá có thể là tinh bột tự nhiên hoặc tinh bột biến tính. Tuy nhiên, trước khi nhuộm và tẩy trắng, vải mộc phải được loại bỏ chất sử dụng để hồ hoá, nhưng với yêu cầu không xâm hại đến sợi vải. Hiện nay, enzyme amylase chịu nhiệt từ Bacillus licheniformis (tên thương mại là Termamyl) được sử dụng rộng rãi  vào mục đích này. Người ta thường sử dụng một lượng amylase khoảng 0,3÷0,6 g/ lit dung dịch, xử lý ở 90ºC trong khoảng 15 phút. Ngoài amylase từ vi khuẩn, người ta cũng sử dụng hệ amylase của nấm mốc.

Với những loại sợi được hồ hóa bằng gelatin (sợi nhân tạo), người ta sử dụng gelatin để rũ hồ. Protease cũng được sử dụng trong sản xuất tơ tằm, làm tăng hiệu suất kéo kén, đồng thời, làm cho sợi tơ mềm mại và bóng mượt hơn. Papain và protease từ vi khuẩn được sử dụng để làm sạch tơ tự nhiên, tẩy hồ tơ nhân tạo. Một số sợi nhân tạo thường được hồ bằng các dung dịch protein như cazein, gelatin, do đó khi rũ hồ bằng proteaza sẽ không làm ảnh hưởng đến phẩm chất của sợi, trái lại còn làm tăng tính mao dẫn, tính hấp phụ của sợi nên khi nhuộm sẽ bắt màu tốt hơn.

3.2. Ứng dụng của enzyme trong xử lý môi trường

Vấn đề ô nhiễm môi trường và xử lý ô nhiễm ngày càng được quan tâm. Việc sử dụng enzyme để xử lý ô nhiễm đang ngày càng phát triển. Các enzyme thường được sử dụng như cellulase, protease, pectinase, vv ... Trong các chất thải hữu cơ có nguồn gốc thực vật, cellulose chiếm khoảng 50%. Nếu để các chất thải hữu cơ chứa cellulose tự phân huỷ trong điều kiên tự nhiên thì thời gian phân huỷ là rất lâu. Để rút ngắn thời gian phân hủy, các nhà khoa học đã đưa vào khối ủ chế phẩm vi sinh vật có khả năng tổng hợp cellulase cao. Kết quả là các hợp chất chứa lignocellulose và các hợp chất chứa pectinocellulose bị phân huỷ nhanh hơn nhiều. 


Các chế phẩm cellulase còn sử dụng để bón vào đất trồng, chúng sẽ phân huỷ nhanh các chất hữu cơ có chứa cellulose, tạo thành mùn giúp cho cây trồng phát triển nhanh.

Enzyme cố định cũng được sử dụng một cách có hiệu quả trong xử lý nước thải bằng phương pháp sinh học. Ví dụ xử lý nitrat trong nước uống bằng 3 enzyme cố dịnh: 

- Nitrat reductase, khử nitrat thành nitrit (NaR)


- Nitrit reductase, khử nitrit thành nitơ oxyt (NiR)


- Nitơ oxyt reductase, khử nitơ oxyt thành nitơ (NoR).


Sử dụng nitrat reductase tinh khiết từ thực vật, nitrit reductase, nitơ oxyt reductase bán tinh khiết từ vi khuẩn Rhodobacter sphaeroides. Các enzyme này được cố định bằng liên kết đồng hóa trị lên chất mang rẻ tiền và trơ hóa học. Các phân tử chứa electron cũng được cố định lên chất mang này. Sau đó toàn bộ được nhốt giữa các điện cực bằng thép không rỉ trong một buồng nhỏ tạo thành một bioreactor. Các thử nghiệm với các bioreactor qui mô nhỏ như trên đã có kết quả tốt khi xử lý nước uống. Tuy nhiên để ứng dụng ở qui mô công nghiệp còn có 2 cản trở chính là: chi phí cho enzyme cao, nhất là NaR và vận chuyển electron đến tâm hoạt động của enzyme khó khăn. Để khắc phục những trở ngại trên, việc nghiên cứu tinh chế NaR từ nấm men và NiR, NoR từ vi khuẩn, cũng như nghiên cứu kỹ thuật cố định, sử dụng các vật liệu khác nhằm giảm giá thành và tăng hiệu quả phản ứng đang được tiến hành và hy vọng sẽ có những kết quả khả quan. 
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Enzyme được ứng dụng rộng rãi trong nhiều lĩnh vực sản xuất như trong nông nghiệp, công nghiệp thực phẩm, thuộc da, y dược... Trong sản xuất thực phẩm enzyme được sử dụng trong sản xuất bánh mì, sản xuất rượu, sản xuất bia, nước giải khát, sản xuất sữa vv ... Các enzyme thường sử dụng là protease, amylase, pectinase, cellulase.

Các enzyme dược sử dụng trong sản xuất rượu, bia và nước giải khát như amylase, protease, pectinase... Enzyme được sử dụng trong sản xuất sữa như các protease, renin, bromelain....

Trong sản xuất thức ăn chăn nuôi ngày nay cũng sử dụng nhiều enzyme như cellulase, protease, amylase...

Protease được sử dụng trong công nghệ thuộc da, làm mềm da, tẩy lông....

CÂU HỎI ÔN TẬP
1- Những enzyme nào được sử dụng trong chế biên bột và sản xuất bánh kẹo

2- Mục đích sử dụng enzyme trong sản xuất bia

3- Những enzyme thường được sử dụng trong sản xuất bia, rượu

4- Mục đích sử dụng enzyme trong công nghệ sản xuất fromage

5- Những enzyme thường sử dụng trong sản xuất sữa

6- Mục đích sử dụng enzyme trong sản xuất thức ăn chăn nuôi

7- Cho biết tên của các enzyme thường sử dụng trong sản xuất thức ăn chăn nuôi (ít nhất là 4 enzyme)
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Hình 4.22: Sơ đồ quy trình sản xuất đạm thuỷ phân từ cá phế liệu
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