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TOM TAT

Vi khuan wa mudi va wa kiém sinh enzyme protease c6 vai tro quan trong trong céng nghiép
thwe phdm nhw str dung dé san xuat nwéc mam ngan ngay. Trong thi nghiém nay, 449 chiing vi
khuan wa kiém da dwoc phan lap tir 56 mau nwéc va mau bun tir cac ving ven bién, trong dé c6 190
chiing sinh protease. Ba chiing 2.2, 2.20 va 18.2 c6 kha nang sinh téng hop protease cao, dic biét la
chiing 2.2 c6 kha néng sinh trwéng t6t & ndng dd6 mubi 3-4% va kha nang sinh téng hop protease cao
nhéat. Két qua nghién ctru dic diém cua enzyme protease cuia chiing 2.2 cho thay protease cta chiing
nay c6 nhiét do t6i thich 45°C, pH t6i thich la 8 va enzyme nay van cé kha ning xtc tac & nhiét do va
pH cao hon. Dic diém nay phu hop dé sir dung trong san xuat nwéc mam ngan ngay. Ba chiing 2.2,
2.20, 18.2 dwoc sir dung dé danh gia kha nang thuy phan ca. Két qua cho thay sau 15 ngay lén men,
ham lwong nito tdng sé cha dich ca c6 bé sung dich nuéi cay cac chiing nay cao hon so véi mau déi
chrng, dic biét mau bd sung chiing 2.2 cho két qua gan gap déi so v&i mau déi chibng. Danh gia cam
quan ciing cho thay dich ca ciing trong hon va it tanh hon so v&i mau déi chieng.

T khoa: Nwéc mam, protease, vi khuin wa mudi, vi khuan wa kiém.

SUMMARY

Halophilic and alkaliphilic bacteria producing protease have potential applications in food
industry such as acceleration of fish sauce fermentation. In this study, 449 alkaliphilic strains were
isolated from 56 samples collected from coast line, of which 190 strains produced protease. Three
strains 2.2, 2.20 and 18.2 exhibit high protease activity, especially strain 2.2 showed highest protease
activity and optimally grew in 3-4% NaCl medium. Protease produced by strain 2.2 optimally activated
at pH 8, 45°C and 3% NaCl. These properties are useful for accelerating the fermention process during
fish sauce production. Three strains 2.2, 2.20, 18.2 were used to examine their ability to hydrolyze fish.
The result showed that after 15 days of hydrolysis, the total nitrogen concentration in fish fluid added
with these strains was higher than control samples, especially samples added with strain 2.2 gave a
nitrogen content nearly twice as much as controls. Moreover, the fish fluid of samples added starter
cultures from these strains was also shown to be more clear and less stinking than controls in
sensory research.
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Phan 1ap va nghién ctru vi khuan wa mudi, wa kiém sinh enzyme protease va bwéc dau thir nghiém ...

1. DAT VAN DE

Nuéec mAm, sdn pham tit ca 1én men,
duge st dung rong rai ¢ nhiéu nude chau A,
ddc biét 1a & cac nuée Pong A va Pong Nam
A nhu Nhat Ban, Trung Quéc, Thai Lan va
Viét Nam (Park & cs., 2001; Sinsuwan & cs.,
2008). Nuéc mam 1a san phdm giadu dinh
dudng, ¢6 ham lugng acid amin va acid béo
chua bao hoa cao nén rat cé ich déi véi siic
khoe con ngudi (Dincer & cs., 2010). Ngoai
ra, nghién ciu gin day chi ra rang nuéc
mim con c6 hoat tinh chong oxy hoa
(Aoshima va Ooshima, 2009). 0] Viét Nam,
nudc mam 1a san phdm truyén thong, dudc
san xudt ti lau doi. Ngay nay, nuéc mim
khéng chi dudc san xuét dé dap tng nhu cau
tiéu dung 6 trong nudc ma con dudc xuit
kh4u sang nhiéu nuéc trén thé giéi.

Nuéc médm san xuét theo phuong phap
lén men truyén théng thuong mat nhiéu thoi
gian nén rat khé dap tng nhu ciu st dung
ngay cang lén trén thi truong. Vi vay, dé dap
ding nhu cdu st dung nuéc mam ngay cang
tang cAn rit ngin qua trinh lén men ci. Qua
trinh nay c6 thé rat ngdn bing cach diéu
chinh pH, néng d6 muéi va nhiét 6. Su diéu
chinh nay véi muc dich t6i uu hoa su sinh
enzyme protease cia vi khudn trong rudt ca
(Yongsawatdigul & cs., 2007). Mot cach khac
dé rdit ngin qua trinh san xudt nuéc mém la
b6 sung vi khudn dé lam tang téc do lén
men. Siringan & cs. (2006) da bd sung chinh
vi sinh vat 1én men & ca dé rut ngdn qua
trinh 1én men. Tuy nhién, hoat tinh cua
enzyme protease ctia nhiing vi khudn nay bi
giam dan trong qua trinh 1én men do ham
lugng mudi cao. Do vay, st dung vi sinh vat
chiu min sinh protease c6 thé khic phuc
duge nhuge diém nay.

Két qua nghién ctiu gan day cho thay, su
b6 sung vi khuén sinh protease chiu man da
rut ngén qua trinh san xudt nuéc maAm ma van
giti dude chat luong nuée mam (Yongsawatdigul
& cs., 2007; Akolkar & cs., 2010).

Pay 1a mot hudng c6 thé giup thic diy
nganh cong nghiép san xuit nuéc mam 6
nude ta, noi c6 bo bién dai nén ngudn vi sinh
vat bién rat phong phi. P6 1a nguén phan
lap cac vi khuéin chiu min sinh protease c6
thé ting dung trong rdit ngin qua trinh san
xudt nuéc mam. Nghién ctu nay da tién
hanh phan l4p va tuyén chon cac ching vi
sinh vat sinh protease chiu méin, chiu kiém
tit cAc mAu ving ven bién va thi nghiém su
dung cac vi khudn nay dé san xuét nudc
mém ngin ngay.

2. POI TUONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN cUU

2.1. D6i tugng nghién citu

Vi sinh vat sinh protease chiu kiém,
chiu man dugc phan lap ti mau bun ven
bién, nudc bién va miAu mim &y tai Pa
Niang, Hué, Hoi An - Quang Nam va Thanh
Ho4. Cac mAu nudec va mAu bun bién duge
14y tai nhiéu diém khéac nhau tai vang bé
mit nuée bién (46 sau 0,5 - 1 m) bing cac
dung cu vo trung, rdi duge bao quan ¢ 4°C
néu chua nghién ctiu ngay.

2.2. Phan lap va phan loai vi sinh vat dua
vao hinh thai

Hoa tan 1 g mau bin hoéc 1 ml nuée bing
9 ml nuéc mudi sinh 1y 0,85%. Diuing may
voltex lidc déu mau trong thoi gian 10 phit.
Sau d6 hut 0,5 ml dich pha lodng trén cho
vao 4,5 ml nuéc mudi sinh 1y 0,85% duge do
pha loang 10?2 Tiép tuc pha lodng dan nhu
trén dén nong do can thiét.

L4y 0,1 ml dich pha loiang & néng d6 can
thiét nhoé vao chinh gitia cac dia méi trudng
vi sinh vat téng s6, moi trudng vi sinh vat ua
kiém, moéi trudng ndm moéc va mdi trudng
nam men. Dung que trang gat cho dén khi
khoé mét thach. Cac dia da gat dit trong ta
am 37°C. Sau 24 gid 18y cac dia ra va dém so
luong khuén lac.

Cac chung vi sinh vat duge phan loai
dua trén hinh thai khuén lac va hinh thai t&
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bao. Cac ching vi sinh vat dugc phan lap
trén méi trudng rén va hinh thai khuén lac
dugdc quan sat dua trén cac chi s6: kha nang
phét trién, bé mat khuén lac va mau séc
khuéin lac. Hinh thai caa vi sinh vat dugdc
quan sat trén kinh hién vi sau khi dudgc
nhudém Gram (Nguyén Lan Diing & cs., 1972).

2.3. Xac dinh kha nang sinh tong hgp
mot s6 enzyme

2.3.1. Xdc dinh khd ndng thuy phén protein
bang phuong phdip khuyéch tan trén
dia thach

Phuong phap 1: Thi so bd kha ning
thuy phan protein theo phuong phap cay
chdm diém trén dia thach. Céc chung vi
khuén duge cdy chdm diém trén moéi trudng
thach cé casein trong hop petri va 1 6 30°C
trong 24 gid. Vi khuéin sinh enzyme protease
sé thuy phén casein xung quanh khuén lac
va xudt hién vong thuy phan. Cho thém
trichloroacetic acid (T'CA), vong thuy phan
casein c¢6 mau trong hon. Sau d6 do vong
phan giai, so sanh dudng kinh vong phan
giai ctia cac chung v6i nhau dé chon ra
ching c¢6 hoat tinh cao.

Phuong phap 2: Vi khuén duge nuéi cdy
trong moi truong léng trén may lic 200
vong/phit 6 30°C trong thoi gian 24 gid. Dich
canh trudng dude thu lai bing cach ly tAm
véi toe dd 13.000 vong/phit trong 10 phit 6
4°C d loai bd sinh khéi. Nhé 100 ul dich
enzyme thé vao 16 thach c6 duong kinh 5 mm
trén dia méi truong cé chiia casein dé xac
dinh vong phéan gidi protein. Cac dia thach
nay duge dé lanh trong 2 gig, gitp enzyme c6
kha nang khuyéch tan. Sau d6 u ¢ 30°C
trong vong 24 gid, cho thém trichloroacetic
acid (TCA), réi quan sat va do dudng kinh
vong phan giai (Egorov, 1976).

2.3.2. Xdc dinh khd ndng sinh téng hop enzyme
amylase va cellulase

Vi khuéin dudc nuéi cdy trong moi
trudng 1ong trén may lic 200 vong/phit &
30°C trong thoi gian 48 gic. Dich moi trucng
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duge thu lai bang cach ly tam véi toc do
13.000 vong/phut trong 10 phut & 4°C dé loai
bé sinh khéi. Nhé 100 ul dich enzym tho vao
16 thach c6 dudng kinh 5 mm trén dia méi
truong c6 chtia CMC (cacboxyl methyl
cellulose) hodc tinh bot tan. Cac dia thach
nay duge dé & 4°C trong 2 gid, gitp enzyme
khuyéch tan. Sau dé u ¢ 30°C trong vong 24
gi0, cho thudc thu lugol, quan sat va do
duong kinh vong phan giai (Egorov, 1976).

2.3.3. Xdc dinh khd ndng sinh téng hop
chitinase

Vi khuén duge cdy chdm diém trén moi
truong thach MPA c6 b6 sung 1% chitin, Sau
48 gid va 72 gio nudi cdy, d6 dung dich
Congo d6 (1%) 1én bé mit thach. Hoat tinh
chitinase cta vi khudn dugc xac dinh s bod
nho duong kinh vong phan gidi chitin
(Phrommao & cs.) do dugc trén dia Petri
thach, vong cang 16n thi hoat tinh enzyme
cang cao (Egorov, 1976).

24. Phuong phap xac dinh anh huéng
cua cac yéu to6 moéi trudng dén kha
niang sinh téng hop protease cta vi
khuin

2.4.1. Anh huéng ciia néng dé muéi

Cac chung vi khuéin sau 24 gié nhéan
gibng trén moi trudng nude bién, duge cdy
chuyén vao méi truong c¢6 pH 7 va ndéng do
NaCl khac nhau: 0,5, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11 va 12%, diéu kién nhiét d6 30°C, 14c &
200 vong/phit. Sau 24 gié nudi cdy ly tam
dich nudi, loai b sinh khéi va xac dinh hoat
tinh protease theo phuong phap khuyéch tan
trén thach.

2.4.2. Anh hudng cia pH

Cac chung vi khuéin sau 24 gid nhéan
gidng trén moéi trudng nude bién, duge cdy
chuyén vao moéi trudng c6 néng d6 NaCl 3%
va pH thay d6i tit 3 dén 12, nhiét d6 nuoi cay
1a 30°C, léc & 200 vong/phut. Sau 24 gio nudi
cay ly tam dich nuéi, loai bd sinh khéi va xac
dinh hoat tinh protease theo phuong phap
khuyéch tan trén thach.
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2.4.3. Anh huéng ciia nhiét d¢

Céc chung vi khudn sau 24 gid nhéan
gidng trén moéi trudng nudc bién, duge cdy
chuyén vao moéi trudng c6 néng do NaCl 3%
véi pH 7, 14c 6 200 vong/phit tai cac nhiét do
25, 30, 37, 45 va 50°C. Sau 24 gi¢ nubi cay
xéac dinh kha ning sinh trudng va sinh téng
hop protease cia cac chung phucng phap
khuyéch tan trén thach.

2.5. Xac dinh mot s6 tinh chit cua
protease tit chiing vi sinh vat tuyén
chon

Vi khudn duge nu6i cdy trong moi

trudng long trén may lic 200 vong/phit
trong thoi gian 24 gic, nhiét d6 30°C. Dich
canh truong duge ly tAm 13.000 vong/phtt
trong 10 phut ¢ 4°C dé loai bd sinh khéi.
Dich enzyme thu duge ding dé xac dinh hoat
tinh protease bing phuong phap khuyéch
tan trén thach c6 co chat casein 6 cac pH,
noéng do mudi, nhiét dd khac nhau. Hoat tinh
x1c tac cia enzyme dugc danh gia thong qua
duong kinh vong phan gidi casein.

2.6. Xac dinh hoat d6 protease bing

phuong phap Anson cai tién

Cho 2 ml dung dich casein 2% pha trong
dung dich dém van ndng 0,1 M, pH 8 vao
ong nghiém. Sau d6 thém vao 2 ml dich nu6i
(pha loang thich hgp) va 1 6 30°C trong 10
phit. B6 sung 4 ml TCA 0,3 M va loc bang
gidy loc trong 20 phit. Lay 1 ml dich loc vao
ong nghiém, sau dé thém vao 5 ml Na,CO,
0,5 M va dung dich 1 ml Folin — Ciocalteau.
Tréon déu sau d6 u 6 30°C trong 20 phut. Do
d6 h&p thu quang & budc séng 670 nm. 6ng
d6i ching duge 1lam song song bang cach cho
4 ml TCA 0,3 M vao 6ng nghiém truéc khi
thém casein va enzyme vao.

Tinh két qud
Hoat d6 protease (Hdp) tinh bing (dv/ml)

4o (A=D)*8*P
181%10*1

(a - b): S6 microgam tyrosine tuong tGng
v6i hiéu s6 doc trén may gitia 6ng thi
nghiém va 6ng d6i chiing

8: Téng thé tich ctia phan tng enzyme

P: D6 pha lodng ctia dung dich enzyme

181: Khoi lugng phan ti ctia tyrosine

10: Thoi gian phan Ging enzyme

1: Thé tich enzyme st dung trong phan
Ung mau.

Hoat d6 protease dic trung cho kha
ning xuc tac phan giai protein téi peptit va
axit amin clia cic enzyme va duge biéu thi
bing s6 don vi protease trén 1 mg protein
cta ché& pham.

M6t don vi hoat d6 protease (Hdp) la
lugng enzyme can thiét xtic tac thuy phan
casein dé giai phéng 1 umol tyrozin trong 1
phit 6 30°C, pH 8 (Pham Thi Tran Chau va
cs., 1997).

2.7. Phuong phap danh gia caAm quan chat
lugng ca thuy phan

Léc k¥ binh dung mau thi, rét khoang
100 — 150 ml dich c4 vao cdc thuy tinh khéng
mau, sach, khd, dung tich 250 ml dé xéc
dinh chi tiéu cAm quan.

Xdc dinh mau sde: Khi nhan xét mau
séc phai dat coc dung mau thi 6 noi séng,
trén nén tring, mit ngudi quan sat phai 6
cting phia ngudn sang chiéu vao mau thi.

Xdc dinh dé trong: Dat céc dung mau
thi ¢ gitia ngudn sang va mit ngudi quan
sat, 1dc nhe d¢€ xac dinh d6 trong.

Xdc dinh mui: Sau khi rét dich ca tu
binh méu vao coc phai dé 5 — 10 phut méi
xac dinh mui. Cin tién hanh thi 6 noi
thoang, khong c6 mui la dé anh hudng téi
viéc nhan xét mui clia mau thu (Luong Hitu
Déng, 1975; Ha Duyén Tu, 1996).

2.8. Xac dinh ham lugng nito tong sé va
nito amonia
2.8.1. Xdc dinh ham luong nito tong sé’

Ham lugng nite téng duge xac dinh theo
phuong phap Kjeldhal mé ta bsi Vit Thi Thu
& cs. (2001). 3 ml dich ca da pha loang 20 lan
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duge v6 co hoa bang 5 ml dung dich H,SO,
dam dic & diéu kién nhiét d6 cao. Nito
amonia tao thanh duéi dang (NH,),SO, dudc
chung cit va thu lai bing 20 ml dung dich
acid boric 2,5%. Nitc amonia trong dugc hap
thu trong dung dich acid boric duge chuén do
bang H,SO, 0,1N.

Ham lugng nito téng s6 duge tinh theo
cong thiic sau:

NTS = (Vi—=V2).0,0014.20.1000
v

V,: Lugng H,SO, 0,IN dugc dung dé
chuén d6 mau thi nghiém (ml)

V,: Lugng H,S0, 0,IN dugc dung dé
chuén d¢ mau d6i chiing (ml)

0,0014: S6 gam nito tuong ting véi 1 ml

H,SO, 0,1N

20: Heé s6 pha loang

1000: Hé s8 ddi ra g/l

v: Thé tich dich ca pha loang 1/20 14y dé

v0 c¢d hoa (ml).

2.8.2. Xdc dinh ham lugng nito amonia

Ham lugng nitc amonia dugc xac dinh
theo phuong phap Kjeldhal mé ta béi Vit Thi
Thu & cs. (2001). Hat 3 ml dich ca da pha
loang 10 14n cho vao binh cat caa bd cat dam,
sau d6 thém vao 25 ml dung dich stia MgO 5%.
Tién hanh chung cit dé thu NH, bay ra bing
dung dich acid boric 2,5%. Nitc amonia trong
acid boric dugc chuén d6 bang H,SO, 0,1N.

Ham ludgng nitc amonia duge tinh theo
cong thiec:

NNH, = (V1= V2)0,0014.10.1000

A\
V,: Luong H,SO, 0,IN dugc dung dé
chuén d6 miu thi nghiém (ml)

V,: Luong H,SO, 0,IN duge diung dé
chuén do mau déi chiing (ml)

0,0014: S6 gam nitd tuong tng véi 1 ml
H,SO, 0,1N

20: Hé s6 pha lodng

1000: Hé s6 d6i ra g/l

v: Thé tich dich ca pha lodng 1/10 18y dé

v0 ¢6 hoa (ml).

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Tuyén chon chung vi khuin wa kiém
c6 hoat tinh sinh hoc

Trong téng s6 56 mau dudc phan lap dé
xac dinh thanh phan va cAc nhém vi sinh
vat, nghién cttu da phan lap dugec 892 chung
vi khuén, trong d6 c6 449 chung ua kiém,
chiém trén 50%. Xac dinh kha ning sinh
tong hdp enzyme protease, kitinase,
cellulase va amylase ctia cac ching vi khudn
ua kiém nay da cho thay s vi khuén c6 kha
nang sinh protease chi€m trén 42% téng s6
vi khuén (Bang 1). Ngoai ra, kha ning sinh
cac enzyme khac nhu Kkitinase, cellulase va
amylase cling thdy & nhiéu chtng vi khuén.
Trong dé6 cé t61 67 ching c6 kha nang sinh ca
4 loai enzyme nay, diéu dé c6 thé giup dé
dang lya chon méi trudng nudi cdy sau nay.

Trong s6 nhiing chiing c¢6 kha ning sinh
protease nay, 23 chung da dugdc chon dé tién
hanh nghién cttu sau hon. C6 10 chtung trong
8 cac ching nay c6 kha ning sinh téng hop
ca 4 loai enzyme protease, kitinase, cellulase
va amylase, trong d6 c6 5 chung (2.2, 2.20,
9.2, 18.2 va 18.6) c6 kha ning sinh téng hop
enzyme protease cao nén dugc lga chon cho
cac nghién ctu tiép theo (Bang 2).

- . A A~ » . ~ o R
Bang 1. Kha ning sinh mét s6 enzyme cta cac vi khuan wa kiém

Hoat tinh enzyme Tdng s6 chiing Protease Kitinase Cellulase Amylase
Sé lwong 449 190 290 268 150
Ty 1& (%) 100 42,3 64,6 59,7 33,4
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Bang 2. Kha niang sinh mét s6 enzyme ctia 23 ching vi khuan tuyén chon

S6TT Chuing Protease Kitinase Cellulase Amylase
1 217 + ++ + + -
2 2.19 + ++ ++ + +
3 2.2 +++++ ++ + ++ + ++ +
4 2.20 +++++ ++ + ++ + ++
5 2.22 + +4+ - -
6 2.23 + + + + ++ +
7 2.6 ++ ++ ++ ++
8 2.7 ++ ++ ++++ ++++
9 9.1 + + - - ++ +
10 9.1 + + ++ ++
11 9.2 +++++ ++ + ++ +
12 9.3 +++ - ++ -
13 9.4 ++ + ++ + ++ +
14 9.5 ++ ++ ++ -
15 97 ++ + ++ + -
16 9.8 ++ + - +
17 18.2 +++++ +++++ ++ + ++
18 18.3 + - - -
19 18.3 +o + -
20 18.6 +++++ +++++ ++ + ++++
21 2.2 + ++++ ++ + + +
22 18.3 ++ + ++ ++ + -
23 18.7 ++ ++ + -

Ghi chu: -: Khong co hoat tinh, +: Co hoat tinh yéu. ++ dén + + + + +: Hoat tinh manh tang dan

Bang 3. Pac diém hinh thai khuin lac va t& bao cta cac ching vi khuin lwa chon

1 9.2 Trdng duc  Mép phang, tron, 16i 2-3 - (+) Hinh cau
2 18.2 Tréng duc Mép rang cwa, nhan nheo 4-5 - (+) Hinh que
3 18.6 Vang nhat Mép phang, tron, tron 5-6 - (+) Hinh ovan
4 2.2 Vang nhat Mép phang, hoi nhan 4-5 - (+) Hinh que
5 2.20 vang nhat  Mép phang, tron, hoi 16i 3-7 - (+) Hinh cau

Ghi chii:  -: Khong tiét sdc t6; (+): Gram +

3.2. Mot s6 dic diém hinh thai cta 5 chiing
vi khuin dugc tuyén chon

Céac chung vi khuén tuyén chon duge cdy
1én méi trudng nude bién & 30°C trong 24 gid,
sau d6 dem ra quan sat mau séc, hinh dang
va kich thuéc khudn lac. Khuén lac cta cac
chting vi khudn nay c6 mau tréng duc hoic
vang nhat va hiu hét c6 mép phing, tron
(Bang 3). Quan sat hinh thai vi khuén cho
thdy ca 5 chung vi khuén déu 1a Gram (+)
nhung hinh dang rat khic nhau.

3.3. Anh huéng cta mot s6 yéu t6 dén
kha nang sinh truéng, sinh téng
hop protease cia 5 chung vi khuin
tuyén chon

3.3.1. Anh huéng ciia néng dé mudi

Két qua cho thay, nong d6 NaCl anh
hudng téi toc d6 sinh trudng va kha ning
sinh téng hop protease cia ca 5 chung tuyén
chon. Nhin chung, téc dd sinh trudng va kha
niang sinh téng hgp protease ciia nhiing vi
khuén nay bi han ch& ¢ néng d6 mudi qua
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cao (Hinh 1A, 1B). Cac chung 2.20, 18.6 va
9.2 ¢6 kha ning sinh trudéng tot ¢ diéu kién
néng d6 muéi thap (0,5 - 2%), trong khi dé
chtng 2.2 va 18.2 phét trién tét trong méi
trudng c6 néng d6 mudi cao hon, tit 3 - 4%.
Kha nang sinh trudéng cua ca 5 chung vi
khuén nay giam nhanh & néng d6 muéi cao
hon 5%. Ba chung 2.2, 2.20 va 18.2 c6 kha
ning sinh téng hgp protease cao hon 2 ching
con lai. Kha ning sinh téng hgp protease caa
cic chting ti 1& v6i kha ning sinh trudng cua
ching ngoai trit chiing 2.20 ¢6 kha ning sinh
trudng t6t ¢ néng do mudi 0,5% nhung lai
sinh téng hgp protease manh trong moi
truong c6 nong d6 mudi 3%. Trong s6 5
chting nay, chiung 2.2 thé hién kha ning
chiu m#n va sinh téng hgp protease cao hon
cac chung khac. Pic tinh nay rat c6 1gi dé st

dung trong coéng nghé san xuidt nuéc mim
ngan ngay.

3.3.2. Anh huéng ciia pH ban déu

Két qua chi ra ca 5 chung vi khuén sinh
trudng va sinh téng hop protease trong ving
pH réng tu 5 - 10 (Hinh 2A, 2B). Tuy nhién,
pH trung tinh t61 thich nh4t cho ching sinh
trudng va sinh téng hop protease. Nhiing
nghién ctiu khéac cting cho thay cac chung vi
khudn ua mén déu c6 kha ning chiu kiém
tuong d6i cao va pH cho sinh trudng, sinh
tong hop protease t6i uu ctiia ching thudng
hoi kiém (Ventosa & cs., 1998; Vilhelmsson
& cs., 1996). Trong s& 5 chung tuyén chon,
hai ching 2.2 va 9.2 thé hién kha ning phat
trién va sinh protease t6t hon trong moéi
truong kiém.
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Hinh 2. Anh huéng cua pH dén kha ning sinh truéng (A) va
sinh tong hop protease (B) ctia 5 chiing tuyén chon
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Hinh 3. Anh hudng ctia nhiét dé dén kha nang sinh trudng (A)
va sinh téng hgp protease (B) ctia 5 chiing tuyén chon

3.3.3. Anh huéng ctia nhiét dé

Két qua hinh 3 cho thay ca 5 chung déu
phat trién t6t & nhiét do tit 30 dén 45°C.
Ngoai trit chting 18.2 phat trién tét nhat &
37°C, bon chung con lai déu phat trién tét
nhat & nhiét do 45°C. Kha ning téng hop
protease cua cac chung nay ciing tét & diéu
kién nhiét d6 45°C trit chung 18.2 thé hién
kha ning sinh tdng hop protease cao nhat &
37°C. Nhu vay, cd 5 ching nay déu thudc
loai ua nhiét. Day 1a dic tinh t6t cho tng
dung san xuét nuéc mam. Pic biét ching 2.2
thé hién kha nang sinh trudng va sinh téng
hop protease cao hon cac chung khac.

Tu cac két qua trén cho thay ching 2.2
la ching vi khuén chiu mén, chiu kiém va
chiu nhiét, c6 hoat tinh protease cao nhit
trong 5 chung da chon. Cho nén, chung 2.2
dudc chon cho cac nghién ciiu tiép theo.

34. Mot s6 tinh chat cia enzyme protease

cta chung 2.2

Mot s6 tinh chat ciia protease cia chung
2.2 nhu anh hudng ctia néng d6 mudi, pH va
nhiét d6 dén kha ning xtc tac cua enzyme
da duge nghién ctu so b dé lam co s6 bude
diu cho su phan loai va ing dung enzyme
trong thuc t&. Nhin chung, ca ba yéu t6 nong

d6 muéi, pH va nhiét d6 déu anh hudng dén
hoat tinh xtc tac cia enzyme protease clua
chting 2.2 (Hinh 4A, 4B va 4C).

Enzyme protease c6 hoat tinh cao nhit 6
néng d6 mudi 3% (Hinh 4A). Nhu vay, nong do
mudi méi trudng cho ching 2.2 phat trién tét
nhat ciing chinh 14 néng d6 mudi phan Gng to1
uu cho hoat dong cua protease. 0 néng do
mudl ti 6 dén 9%, kha ning xic tac cua
enzyme giam xudng nhung hoat tinh van kha
cao. Hoat tinh xtic tic cia enzyme protease
giam manh hon 6 néng d6 mudi tir 10 dén 12%.

Enzyme protease cua chung 2.2 c6 kha
ning xuc tac trong dai pH rong (pH 5 - 10)
va pH 8 1a pH t6i thich cho enzyme nay
(Hinh 4B). Tuy nhién, két qua nay cho thay
gia tri pH 6 thich hdp nhat cho chung 2.2
phat trién (Hinh 2A) va pH 8 1a t6i uu cho
hoat déng cua enzyme protease. Diéu nay c6
thé do pH 6 thich hop cho giai doan dau cta
qué trinh phat trién cta vi khuén, & giai
doan sau, su phat trién ctia chting 2.2 da lam
kiém ho& méi trudng nudi cdy. Cing ¢ thé,
trong méi trudng pH 6 su phat trién cua
ching 2.2 dat cuc dai, kha ning téng hop
protease va tiét ching ra ngoai méi trucng 1a
tot nhat nhung hoat tinh ctia protease d6 lai
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cao nhat 6 pH 8. Do dai pH hoat dong cta
protease tit chung nay 1a kha rong, 6 pH 11
protease tit chung van con thé hién dugc
hoat tinh nén ching thich hgp st dung cé

thé hoat dong ¢ moéi trudng dich ca kiém dan
trong qua trinh san xuat nuéc mam.
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Hinh 4. Anh huéng ctia néng dé muéi (A), pH (B) va nhiét dé (C)
dén hoat tinh xtic tac ctia enzyme protease tir chung 2.2

Két qua cho thiy enzyme protease cua
ching 2.2 c6 kha nang xtc tac trong ¢ diéu
kién nhiét d6 tir 25 dén 50°C, trong d6 45°C
14 nhiét d6 t6i thich ctia enzyme (Hinh 4C).
O 50°C, hoat tinh xdc tac cla enzyme van
con cao, chi giam 12% so v6i hoat tinh
enzyme G nhiét d6 t61 thich 45°C. Enzyme
protease hau nhu khéng thé hién hoat tinh &
nhiét d6 60°C.

3.5. Pong thai sinh trudng va sinh tong

hop protease cua chung 2.2

TUu cac két qua trén, nghién ctu da lua
chon dugc cac diéu kién, thong s6 t61 vu cho
su lén men cua chung 2.2 1a nong d6 mudi
3%, pH 7, nhiét do 45°C. Chung vi khuédn
nay dudc tién hanh 1én men trong moi
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truong MPA (pepton 10; cao thit 5 g/1) véi cac
diéu kién t6i thich nay dé nghién ctu dong
thai sinh trudng va sinh t6ng hop protease.

Trong 4 gid dau cua qua trinh 1én men
c6 su téang nhe s6 lugng vi sinh vat nhung
chua théy c6 su sinh tdng hop enzyme. Pha
thich nghi khéng ton tai c6 thé ly giai do
diéu kién nhan giong va diéu kién lén men
tuong dong nhau nén vi khudn cé thé sinh
trudng ngay. Mat do t& bao cao nhat sau 24
g16 nudi cdy (Hinh 5).

Sau 16 gio phat trién, da xac dinh thay
hoat tinh ctia enzyme protease. Sau dé6 hoat
tinh cia enzyme tang dan va dat cuc dai sau
24 gig. K& tit thoi diém nay hoat tinh xic tac
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cua enzyme giam dan, dic biét giam manh
sau 48 gis nudi cay.

Moéi trudng nudi cdy bi acid hoa sau 8
gi¢ vi khuédn phat trién (pH 5,5), sau d6 pH

cla modl trudng ting lén va dudec duy tri
tuong déi 6n dinh 6 pH hoi kiém trong qué
trinh 1én men.
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Hinh 5. Pong thai qua trinh 1én men sinh tong hgp protease ctia chuing 2.2

3.6. Buéc dau danh gia kha nang thuy
phan ca ctia chung vi khuin 2.2,
2.20 va 18.2

Nghién ctiu kha ning thuy phan cua 3
chiing vi khuén 2.2, 2.20 va 18.2 trén hai loai
ca phé bién 1a ca bién va ca nudc ngot dudc
thuc hién nhu quy trinh d4 néu trén véi su b
sung dich nudi cay 24 gid ctia 3 vi khuén lua
chon theo ty 1&8 1 ml dich nuéi c4y/100 g ca.
Sau 15 ngay, 18y dich ca 14n dau dé tién hanh
do mot s6 chi tiéu co ban va danh giad cam
quan so bd buée dau (Bang 4).

Két qua cho thay, sau 15 ngay lén men
c4 da c6 su khac nhau co ban gitia mau doi
ching véi cac mau cé st dung dich nudi cay
sau 24 gid cta cac ching vi khuén da chon.
Nhin chung ludng nite téng s6 cta mau bd
sung dich nuoi cdy déu cao hon so véi mau
déi chting tuy nhién lugng nitd amonia ting
khong dang ké. Akolkar va cs. (2010) ciing
béo cao ring ham lugng nito téng s cua
mau c¢6 bé ching vi khuédn sinh protease
Halobacterium sp. SP1 cao hon mau déi

ching. Két qua danh gia cam quan cho thay
mau st dung dich nudi cdy da c6 mau sang
hon, trong hon va bit dau c6 huong thom dic
trung cia mam. Diéu d6 ching to6 qua trinh
thuy phan c4a da dién ra nhanh hon & céc
mAu c6 bd sung dich nudi cdy. N&i bat hon
ca, chiung 2.2 c¢6 kha n#ing thuy phan ca
nhanh hon hai ching con lai. Diéu nay cé
thé giai thich 1a do ching 2.2 ¢6 kha nang
sinh trudéng va sinh téng hop enzyme
protease t6t hon hai chung dé nhu két qua
da thao luan & trén. Lugng nito téng s6 trong
dich ca c6 b6 sung dich nuéi cdy caa ching
2.2 da tang gan gap doi so v6i mAu d6i chiing
nhung nito amonia ting cao hon so véi mau
d61 chiing (c4 nuéc man ting 42%, ca nude
ngot ting 10%). V& mit cdm quan, sau 15
ngay 1én men dich ca c6 b sung ching 2.2
khong nhiing trong nhat, gdn v6i mau dac
trung cta nuéec mam nhit ma con bit dau c6
huong thom déc trung clia nuée mém.

Nhu vay, khi st dung ching vi khuén
2.2 trong thuy phan ca thi hiéu suat thuy
phan kha tét, tuy nhién lugng nito amonia
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tao ra nhiéu hon. Hon niia, do thoi gian thuy
phan ngin nén cac chét tao nén huong thom
d#c trung cho nuéec mam chua dude téng hop
nhiéu lam giam d¢ hap dan cho nuéc mam
ngin ngay. Do vay, dé thuy phan c4 trong

san xudt nuéc mam ngin ngay tot va tao ra
nuéc mam cé6 d6 hap dan hon, nén két hop
chiing 2.2 véi cac chiing khac c6 kha ning
chuyén hoa nits va sinh huong thi hiéu qua
thuy phén sé cao hon.

Bang 4. Chi tiéu chat lugng dich ca 1én men sau 15 ngay

Lén men ty nhién

Bé sung chiing nghién ctru

Canuwéc

Chi tiéu Ca bién Ca bién Ca nwéc ngot
ngot
2.2 2.20 18.2 2.2 2.20 18.2
N Iy Y Véng N
Mau séc pésam  Vang D6 tuoi Hong — Hong  ianh vang  YaNg,
nhat tham twoi X hoi sam
hong
.. Séc, Séc, Hoi c6 huong Hoi Séc, Hoi séc, Hoi Séc,
Mui dac trwng cua soc, soc,
tanh tanh . 2 tanh tanh tanh.
nwdc mam tanh tanh
Trang thai dich R4t duc Puc Hoi trong Hol Puc Hoi Hoi Puc
trong trong trong
Nito téng s6 (g/l) 9,8 8,4 15,82 13,3 12,32 14,84 11,9 10,92
Nito NH; (g/l) 1,61 1,47 2,45 1,47 1,61 1,61 1,61 1,75

4. KET LUAN

T 56 miu bun ven bién, nudc bién va
nuéc chugp ca 14y tai Da Nang va Thanh
Hoa phan lap dugc 449 chuing vi khudn ua
kiém trong d6 c6 190 chung c6 kha ning
phan giai protein.

Pa tuyén chon duge 5 ching vi khudn
ua kiém, ua min c6 hoat tinh protease cao 1a
ching 2.2, 2.20, 18.2, 18.6 va 9.2, trong dé
chiing 2.2 ¢6 kha ning sinh trudéng va sinh
tong hop protease manh nhat.

Pong thai sinh trudng va sinh téng hop
protease cho thdy, hoat tinh protease cua
chliing 2.2 dat cao nhit sau 24 gic. Enzyme
nay hoat dong téi thich & cac diéu kién noéng
do NaCl 3%; pH va nhiét d6 45°C.

Buéc dau nghién ctiu cho thay sau 15
ngay thuy phan dich ca c6 bd sung cac ching
lva chon (2.2, 2.20 va 18.2), ca dudc thuy
phan nhanh hon so véi thuy phan ty nhién.
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Isolation and Characterization of Halophilic Alkaliphilic Bacteria Producing Protease and their Use to Accelerate Fish Sauce Fermentation


Nguyễn Văn Lâm1, Nguyễn Phương Nhuệ2, Trịnh Thị Ngọc1,3


1Khoa Công nghệ Thực phẩm, Trường Đại học Nông nghiệp Hà Nội
2Viện Công nghệ Sinh học, Viện Khoa học và Công nghệ Việt Nam
3Công ty TNHH ANT (HN), Khu Công nghiệp Tân Trường, Cẩm Giàng, Hải Dương
 Địa chỉ email tác giả liên lạc:nvlamcntp@hua.edu.vn; nhuecnsh73@yahoo.com 
Ngày gửi đăng: 27.04.2011;           Ngày chấp nhận: 20.06.2011

TÓM TẮT


Vi khuẩn ưa muối và ưa kiềm sinh enzyme protease có vai trò quan trọng trong công nghiệp thực phẩm như sử dụng để sản xuất nước mắm ngắn ngày. Trong thí nghiệm này, 449 chủng vi khuẩn ưa kiềm đã được phân lập từ 56 mẫu nước và mẫu bùn từ các vùng ven biển, trong đó có 190 chủng sinh protease. Ba chủng 2.2, 2.20 và 18.2 có khả năng sinh tổng hợp protease cao, đặc biệt là chủng 2.2 có khả năng sinh trưởng tốt ở nồng độ muối 3-4% và khả năng sinh tổng hợp protease cao nhất. Kết quả nghiên cứu đặc điểm của enzyme protease của chủng 2.2 cho thấy protease của chủng này có nhiệt độ tối thích 45oC, pH tối thích là 8 và enzyme này vẫn có khả năng xúc tác ở nhiệt độ và pH cao hơn. Đặc điểm này phù hợp để sử dụng trong sản xuất nước mắm ngắn ngày. Ba chủng 2.2, 2.20, 18.2 được sử dụng để đánh giá khả năng thuỷ phân cá. Kết quả cho thấy sau 15 ngày lên men, hàm lượng nitơ tổng số của dịch cá có bổ sung dịch nuôi cấy các chủng này cao hơn so với mẫu đối chứng, đặc biệt mẫu bổ sung chủng 2.2 cho kết quả gần gấp đôi so với mẫu đối chứng. Đánh giá cảm quan cũng cho thấy dịch cá cũng trong hơn và ít tanh hơn so với mẫu đối chứng.


Từ khoá: Nước mắm, protease, vi khuẩn ưa muối, vi khuẩn ưa kiềm. 


SUMMARY


Halophilic and alkaliphilic bacteria producing protease have potential applications in food industry such as acceleration of fish sauce fermentation. In this study,  449 alkaliphilic strains were isolated from 56 samples collected from coast line, of which 190 strains produced protease. Three strains 2.2, 2.20 and 18.2 exhibit high protease activity, especially strain 2.2 showed highest protease activity and optimally grew in 3-4% NaCl medium. Protease produced by strain 2.2 optimally activated at pH 8, 45oC and 3% NaCl. These properties are useful for accelerating the fermention process during fish sauce production. Three strains 2.2, 2.20, 18.2 were used to examine their ability to hydrolyze fish. The result showed that after 15 days of hydrolysis, the total nitrogen concentration in fish fluid added with these strains was higher than control samples, especially samples added with strain 2.2 gave a nitrogen content nearly twice as much as controls. Moreover, the fish fluid of samples added starter cultures from these strains was also shown to be more clear and less stinking than controls in sensory research.


Key words: Alkaliphilic bacteria, fish sauce, Halophilic bacteria, protease.  

1. §ÆT VÊN §Ò


N­íc m¾m, s¶n phÈm tõ c¸ lªn men, ®­îc sö dông réng r·i ë nhiÒu n­íc ch©u ¸, ®Æc biÖt lµ ë c¸c n­íc §«ng ¸ vµ §«ng Nam ¸ nh­ NhËt B¶n, Trung Quèc, Th¸i Lan vµ ViÖt Nam 


(Park & cs., 2001; Sinsuwan & cs., 2008) ADDIN EN.CITE . N­íc m¾m lµ s¶n phÈm giµu dinh d­ìng, cã hµm l­îng acid amin vµ acid bÐo ch­a b·o hoµ cao nªn rÊt cã Ých ®èi víi søc kháe con ng­êi (Dincer & cs., 2010). Ngoµi ra, nghiªn cøu gÇn ®©y chØ ra r»ng n­íc m¾m cßn cã ho¹t tÝnh chèng oxy ho¸ (Aoshima vµ Ooshima, 2009). ë ViÖt Nam, n­íc m¾m lµ s¶n phÈm truyÒn thèng, ®­îc s¶n xuÊt tõ l©u ®êi. Ngµy nay, n­íc m¾m kh«ng chØ ®­îc s¶n xuÊt ®Ó ®¸p øng nhu cÇu tiªu dïng ë trong n­íc mµ cßn ®­îc xuÊt khÈu sang nhiÒu n­íc trªn thÕ giíi. 


N­íc m¾m s¶n xuÊt theo ph­¬ng ph¸p lªn men truyÒn thèng th­êng mÊt nhiÒu thêi gian nªn rÊt khã ®¸p øng nhu cÇu sö dông ngµy cµng lín trªn thÞ tr­êng. V× vËy, ®Ó ®¸p øng nhu cÇu sö dông n­íc m¾m ngµy cµng t¨ng cÇn rót ng¾n qu¸ tr×nh lªn men c¸. Qu¸ tr×nh nµy cã thÓ rót ng¾n b»ng c¸ch ®iÒu chØnh pH, nång ®é muèi vµ nhiÖt ®é. Sù ®iÒu chØnh nµy víi môc ®Ých tèi ­u ho¸ sù sinh enzyme protease cña vi khuÈn trong ruét c¸ (Yongsawatdigul & cs., 2007). Mét c¸ch kh¸c ®Ó rót ng¾n qu¸ tr×nh s¶n xuÊt n­íc m¾m lµ bæ sung vi khuÈn ®Ó lµm t¨ng tèc ®é lªn men. Siringan & cs. (2006) ®· bæ sung chÝnh vi sinh vËt lªn men ë c¸ ®Ó rót ng¾n qu¸ tr×nh lªn men. Tuy nhiªn, ho¹t tÝnh cña enzyme protease cña nh÷ng vi khuÈn nµy bÞ gi¶m dÇn trong qu¸ tr×nh lªn men do hµm l­îng muèi cao. Do vËy, sö dông vi sinh vËt chÞu mÆn sinh protease cã thÓ kh¾c phôc ®­îc nh­îc ®iÓm nµy. 


KÕt qu¶ nghiªn cøu gÇn ®©y cho thÊy, sù bæ sung vi khuÈn sinh protease chÞu mÆn ®· rót ng¾n qu¸ tr×nh s¶n xuÊt n­íc m¾m mµ vÉn gi÷ ®­îc chÊt l­îng n­íc m¾m 


(Yongsawatdigul & cs., 2007; Akolkar & cs., 2010) ADDIN EN.CITE . 


§©y lµ mét h­íng cã thÓ gióp thóc ®Èy ngµnh c«ng nghiÖp s¶n xuÊt n­íc m¾m ë n­íc ta, n¬i cã bê biÓn dµi nªn nguån vi sinh vËt biÓn rÊt phong phó. §ã lµ nguån ph©n lËp c¸c vi khuÈn chÞu mÆn sinh protease cã thÓ øng dông trong rót ng¾n qu¸ tr×nh s¶n xuÊt n­íc m¾m. Nghiªn cøu nµy ®· tiÕn hµnh ph©n lËp vµ tuyÓn chän c¸c chñng vi sinh vËt sinh protease chÞu mÆn, chÞu kiÒm tõ c¸c mÉu vïng ven biÓn vµ thö nghiÖm sö dông c¸c vi khuÈn nµy ®Ó s¶n xuÊt n­íc m¾m ng¾n ngµy.


2. §èI T¦îNG Vµ PH¦¥NG PH¸P 
      NGHI£N CøU


2.1. §èi t­îng nghiªn cøu


Vi sinh vËt sinh protease chÞu kiÒm, chÞu mÆn ®­îc ph©n lËp tõ mÉu bïn ven biÓn, n­íc biÓn vµ mÉu m¾m lÊy t¹i §µ N½ng, HuÕ, Héi An - Qu¶ng Nam vµ Thanh Ho¸. C¸c mÉu n­íc vµ mÉu bïn biÓn ®­îc lÊy t¹i nhiÒu ®iÓm kh¸c nhau t¹i vïng bÒ mÆt n­íc biÓn (®é s©u 0,5 - 1 m) b»ng c¸c dông cô v« trïng, råi ®­îc b¶o qu¶n ë 40C nÕu ch­a nghiªn cøu ngay. 


2.2. Ph©n lËp vµ ph©n lo¹i vi sinh vËt dùa
       vµo h×nh th¸i


Hoµ tan 1 g mÉu bïn hoÆc 1 ml n­íc b»ng 9 ml n­íc muèi sinh lý 0,85%. Dïng m¸y voltex l¾c ®Òu mÉu trong thêi gian 10 phót. Sau ®ã hót 0,5 ml dÞch pha lo·ng trªn cho vµo 4,5 ml n­íc muèi sinh lý 0,85% ®­îc ®é pha lo·ng 10-2. TiÕp tôc pha lo·ng dÇn nh­ trªn ®Õn nång ®é cÇn thiÕt.


LÊy 0,1 ml dÞch pha lo·ng ë nång ®é cÇn thiÕt nhá vµo chÝnh gi÷a c¸c ®Üa m«i tr­êng vi sinh vËt tæng sè, m«i tr­êng vi sinh vËt ­a kiÒm, m«i tr­êng nÊm mèc vµ m«i tr­êng nÊm men. Dïng que trang g¹t cho ®Õn khi kh« mÆt th¹ch. C¸c ®Üa ®· g¹t ®Æt trong tñ Êm 37oC. Sau 24 giê lÊy c¸c ®Üa ra vµ ®Õm sè  l­îng khuÈn l¹c.


C¸c chñng vi sinh vËt ®­îc ph©n lo¹i dùa trªn h×nh th¸i khuÈn l¹c vµ h×nh th¸i tÕ bµo. C¸c chñng vi sinh vËt ®­îc ph©n lËp trªn m«i tr­êng r¾n vµ h×nh th¸i khuÈn l¹c ®­îc quan s¸t dùa trªn c¸c chØ sè: kh¶ n¨ng ph¸t triÓn, bÒ mÆt khuÈn l¹c vµ mµu s¾c khuÈn l¹c. H×nh th¸i cña vi sinh vËt ®­îc quan s¸t trªn kÝnh hiÓn vi sau khi ®­îc nhuém Gram (NguyÔn L©n Dòng & cs., 1972).

2.3. X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng sinh tæng hîp
        mét sè enzyme


2.3.1. X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng thuû ph©n protein
          b»ng ph­¬ng ph¸p khuyÕch t¸n trªn
          ®Üa th¹ch

Ph­¬ng ph¸p 1: Thö s¬ bé kh¶ n¨ng thuû ph©n protein theo ph­¬ng ph¸p cÊy chÊm ®iÓm trªn ®Üa th¹ch. C¸c chñng vi khuÈn ®­îc cÊy chÊm ®iÓm trªn m«i tr­êng th¹ch cã casein trong hép petri vµ ñ ë 30oC trong 24 giê. Vi khuÈn sinh enzyme protease sÏ thuû ph©n casein xung quanh khuÈn l¹c vµ xuÊt hiÖn vßng thuû ph©n. Cho thªm trichloroacetic acid (TCA), vßng thuû ph©n casein cã mÇu trong h¬n. Sau ®ã ®o vßng ph©n gi¶i, so s¸nh ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i cña c¸c chñng víi nhau ®Ó chän ra chñng cã ho¹t tÝnh cao.


Ph­¬ng ph¸p 2: Vi khuÈn ®­îc nu«i cÊy trong m«i tr­êng láng trªn m¸y l¾c 200 vßng/phót ë 30oC trong thêi gian 24 giê. DÞch canh tr­êng ®­îc thu l¹i b»ng c¸ch ly t©m víi tèc ®é 13.000 vßng/phót trong 10 phót ë 4oC ®Ó lo¹i bá sinh khèi. Nhá 100 (l dÞch enzyme th« vµo lç th¹ch cã ®­êng kÝnh 5 mm trªn ®Üa m«i tr­êng cã chøa casein ®Ó x¸c ®Þnh vßng ph©n gi¶i protein. C¸c ®Üa th¹ch nµy ®­îc ®Ó l¹nh trong 2 giê, gióp enzyme cã kh¶ n¨ng khuyÕch t¸n. Sau ®ã ñ ë 30oC trong vßng 24 giê, cho thªm trichloroacetic acid (TCA), råi quan s¸t vµ ®o ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i (Egorov, 1976).


2.3.2. X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme
           amylase vµ cellulase


Vi khuÈn ®­îc nu«i cÊy trong m«i tr­êng láng trªn m¸y l¾c 200 vßng/phót ë 30oC trong thêi gian 48 giê. DÞch m«i tr­êng ®­îc thu l¹i b»ng c¸ch ly t©m víi tèc ®é 13.000 vßng/phót trong 10 phót ë 4oC ®Ó lo¹i bá sinh khèi. Nhá 100 (l dÞch enzym th« vµo lç th¹ch cã ®­êng kÝnh 5 mm trªn ®Üa m«i tr­êng cã chøa CMC (cacboxyl methyl cellulose) hoÆc tinh bét tan. C¸c ®Üa th¹ch nµy ®­îc ®Ó ë 4oC trong 2 giê, gióp enzyme khuyÕch t¸n. Sau ®ã ñ ë 30oC trong vßng 24 giê, cho thuèc thö lugol, quan s¸t vµ ®o ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i (Egorov, 1976).


2.3.3. X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng sinh tæng hîp
           chitinase


Vi khuÈn ®­îc cÊy chÊm ®iÓm trªn m«i tr­êng th¹ch MPA cã bæ sung 1% chitin, Sau 48 giê vµ 72 giê nu«i cÊy, ®æ dung dÞch Congo ®á (1%) lªn bÒ mÆt th¹ch. Ho¹t tÝnh chitinase cña vi khuÈn ®­îc x¸c ®Þnh s¬ bé nhê ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i chitin (Phrommao & cs.) ®o ®­îc trªn ®Üa Petri th¹ch, vßng cµng lín th× ho¹t tÝnh enzyme cµng cao (Egorov, 1976).


2.4. Ph­¬ng ph¸p x¸c ®Þnh ¶nh h­ëng
       cña c¸c yÕu tè m«i tr­êng ®Õn kh¶ 
       n¨ng sinh tæng hîp protease cña vi 
       khuÈn


2.4.1. ¶nh h­ëng cña nång ®é muèi


C¸c chñng vi khuÈn sau 24 giê nh©n gièng trªn m«i tr­êng n­íc biÓn, ®­îc cÊy chuyÓn vµo m«i tr­êng cã pH 7 vµ nång ®é NaCl kh¸c nhau: 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 vµ 12%, ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é 30oC, l¾c ë 200 vßng/phót. Sau 24 giê nu«i cÊy ly t©m dÞch nu«i, lo¹i bá sinh khèi vµ x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh protease theo ph­¬ng ph¸p khuyÕch t¸n trªn th¹ch.

2.4.2. ¶nh h­ëng cña pH


C¸c chñng vi khuÈn sau 24 giê nh©n gièng trªn m«i tr­êng n­íc biÓn, ®­îc cÊy chuyÓn vµo m«i tr­êng cã nång ®é NaCl 3% vµ pH thay ®æi tõ 3 ®Õn 12, nhiÖt ®é nu«i cÊy lµ 30oC, l¾c ë 200 vßng/phót. Sau 24 giê nu«i cÊy ly t©m dÞch nu«i, lo¹i bá sinh khèi vµ x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh protease theo ph­¬ng ph¸p khuyÕch t¸n trªn th¹ch.


2.4.3. ¶nh h­ëng cña nhiÖt ®é


C¸c chñng vi khuÈn sau 24 giê nh©n gièng trªn m«i tr­êng n­íc biÓn, ®­îc cÊy chuyÓn vµo m«i tr­êng cã nång ®é NaCl 3% víi pH 7, l¾c ë 200 vßng/phót t¹i c¸c nhiÖt ®é 25, 30, 37, 45 vµ 50oC. Sau 24 giê nu«i cÊy x¸c ®Þnh kh¶ n¨ng sinh tr­ëng vµ sinh tæng hîp protease cña c¸c chñng ph­¬ng ph¸p khuyÕch t¸n trªn th¹ch.


2.5. X¸c ®Þnh mét sè tÝnh chÊt cña 
          protease tõ chñng vi sinh vËt tuyÓn
          chän


Vi khuÈn ®­îc nu«i cÊy trong m«i tr­êng láng trªn m¸y l¾c 200 vßng/phót trong thêi gian 24 giê, nhiÖt ®é 30oC. DÞch canh tr­êng ®­îc ly t©m 13.000 vßng/phót trong 10 phót ë 4oC ®Ó lo¹i bá sinh khèi. DÞch enzyme thu ®­îc dïng ®Ó x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh protease b»ng ph­¬ng ph¸p khuyÕch t¸n trªn th¹ch cã c¬ chÊt casein ë c¸c pH, nång ®é muèi, nhiÖt ®é kh¸c nhau. Ho¹t tÝnh xóc t¸c cña enzyme ®­îc ®¸nh gi¸ th«ng qua ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i casein.


2.6. X¸c ®Þnh ho¹t ®é protease b»ng
        ph­¬ng ph¸p Anson c¶i tiÕn


Cho 2 ml dung dÞch casein 2% pha trong dung dÞch ®Öm v¹n n¨ng 0,1 M, pH 8 vµo èng nghiÖm. Sau ®ã thªm vµo 2 ml dÞch nu«i (pha lo·ng thÝch hîp) vµ ñ ë 30oC trong 10 phót. Bæ sung 4 ml TCA 0,3 M vµ läc b»ng giÊy läc trong 20 phót. LÊy 1 ml dÞch läc vµo èng nghiÖm, sau ®ã thªm vµo 5 ml Na2CO3 0,5 M vµ dung dÞch 1 ml Folin – Ciocalteau. Trén ®Òu sau ®ã ñ ë 30oC trong 20 phót. §o ®é hÊp thô quang ë b­íc sãng 670 nm. èng ®èi chøng ®­îc lµm song song b»ng c¸ch cho 4 ml TCA 0,3 M vµo èng nghiÖm tr­íc khi thªm casein vµ enzyme vµo.


TÝnh kÕt qu¶

Ho¹t ®é protease (H®p) tÝnh b»ng (®v/ml)
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(a - b): Sè microgam tyrosine t­¬ng øng 
            víi hiÖu sè ®äc trªn m¸y gi÷a èng thÝ
            nghiÖm vµ èng ®èi chøng


8: Tæng thÓ tÝch cña ph¶n øng enzyme


P: §é pha lo·ng cña dung dÞch enzyme


181: Khèi l­îng ph©n tö cña tyrosine


10: Thêi gian ph¶n øng enzyme


1: ThÓ tÝch enzyme sö dông trong ph¶n 
            øng mµu.


Ho¹t ®é protease ®Æc tr­ng cho kh¶ n¨ng xóc t¸c ph©n gi¶i protein tíi peptit vµ axit amin cña c¸c enzyme vµ ®­îc biÓu thÞ b»ng sè ®¬n vÞ protease trªn 1 mg protein cña chÕ phÈm.


Mét ®¬n vÞ ho¹t ®é protease (H®p) lµ l­îng enzyme cÇn thiÕt xóc t¸c thñy ph©n casein ®Ó gi¶i phãng 1 umol tyrozin trong 1 phót ë 30oC, pH 8 (Ph¹m ThÞ Tr©n Ch©u vµ cs., 1997).


2.7. Ph­¬ng ph¸p ®¸nh gi¸ c¶m quan chÊt 
        l­îng c¸ thuû ph©n


L¾c kü b×nh ®ùng mÉu thö, rãt kho¶ng 100 – 150 ml dÞch c¸ vµo cèc thuû tinh kh«ng mµu, s¹ch, kh«, dung tÝch 250 ml ®Ó x¸c ®Þnh chØ tiªu c¶m quan.


X¸c ®Þnh mµu s¾c: Khi nhËn xÐt mµu s¾c ph¶i ®Æt cèc ®ùng mÉu thö ë n¬i s¸ng, trªn nÒn tr¾ng, m¾t ng­êi quan s¸t ph¶i ë cïng phÝa nguån s¸ng chiÕu vµo mÉu thö.


X¸c ®Þnh ®é trong: §Æt cèc ®ùng mÉu thö ë gi÷a nguån s¸ng vµ m¾t ng­êi quan s¸t, l¾c nhÑ ®Õ x¸c ®Þnh ®é trong.


X¸c ®Þnh mïi: Sau khi rãt dÞch c¸ tõ b×nh mÉu vµo cèc ph¶i ®Ó 5 – 10 phót míi x¸c ®Þnh mïi. CÇn tiÕn hµnh thö ë n¬i tho¸ng, kh«ng cã mïi l¹ ®Ó ¶nh h­ëng tíi viÖc nhËn xÐt mïi cña mÉu thö (L­¬ng H÷u §ång, 1975; Hµ Duyªn T­, 1996).


2.8. X¸c ®Þnh hµm l­îng nit¬ tæng sè vµ
       nit¬ amonia 


2.8.1. X¸c ®Þnh hµm l­îng nit¬ tæng sè


Hµm l­îng nit¬ tæng ®­îc x¸c ®Þnh theo ph­¬ng ph¸p Kjeldhal m« t¶ bëi Vò ThÞ Th­ & cs. (2001). 3 ml dÞch c¸ ®· pha lo·ng 20 lÇn ®­îc v« c¬ ho¸ b»ng 5 ml dung dÞch H2SO4 ®Ëm ®Æc ë ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é cao. Nit¬ amonia t¹o thµnh d­íi d¹ng (NH4)2SO4 ®­îc ch­ng cÊt vµ thu l¹i b»ng 20 ml dung dÞch acid boric 2,5%. Nit¬ amonia trong ®­îc hÊp thu trong dung dÞch acid boric ®­îc chuÈn ®é b»ng H2SO4 0,1N.


Hµm l­îng nit¬ tæng sè ®­îc tÝnh theo c«ng thøc sau:


NTS = 
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V1: L­îng H2SO4 0,1N ®­îc dïng ®Ó
              chuÈn ®é mÉu thÝ nghiÖm (ml)


V2: L­îng  H2SO4 0,1N ®­îc dïng ®Ó 
               chuÈn ®é mÉu ®èi chøng (ml)


0,0014: Sè gam nit¬ t­¬ng øng víi 1 ml
                    H2SO4 0,1N


20: HÖ sè pha lo·ng


1000: HÖ sè ®æi ra g/l


v: ThÓ tÝch dÞch c¸ pha lo·ng 1/20 lÊy ®Ó
            v« c¬ ho¸ (ml).


2.8.2. X¸c ®Þnh hµm l­îng nit¬ amonia


Hµm l­îng nit¬ amonia ®­îc x¸c ®Þnh theo ph­¬ng ph¸p Kjeldhal m« t¶ bëi Vò ThÞ Th­ & cs. (2001). Hót 3 ml dÞch c¸ ®· pha lo·ng 10 lÇn cho vµo b×nh cÊt cña bé cÊt ®¹m, sau ®ã thªm vµo 25 ml dung dÞch s÷a MgO 5%. TiÕn hµnh ch­ng cÊt ®Ó thu NH3 bay ra b»ng dung dÞch acid boric 2,5%. Nit¬ amonia trong acid boric ®­îc chuÈn ®é b»ng H2SO4 0,1N.


Hµm l­îng nit¬ amonia ®­îc tÝnh theo c«ng thøc:


NNH3 = 
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V1: L­îng H2SO4 0,1N ®­îc dïng ®Ó
              chuÈn ®é mÉu thÝ nghiÖm (ml)


V2: L­îng  H2SO4 0,1N ®­îc dïng ®Ó
              chuÈn ®é mÉu ®èi chøng (ml)


0,0014: Sè gam nit¬ t­¬ng øng víi 1 ml
                    H2SO4 0,1N


20: HÖ sè pha lo·ng


1000: HÖ sè ®æi ra g/l


v: ThÓ tÝch dÞch c¸ pha lo·ng 1/10 lÊy ®Ó
            v« c¬ ho¸ (ml).


3. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN


3.1. TuyÓn chän chñng vi khuÈn ­a kiÒm 
        cã ho¹t tÝnh sinh häc


Trong tæng sè 56 mÉu ®­îc ph©n lËp ®Ó x¸c ®Þnh thµnh phÇn vµ c¸c nhãm vi sinh vËt, nghiªn cøu ®· ph©n lËp ®­îc 892 chñng vi khuÈn, trong ®ã cã 449 chñng ­a kiÒm, chiÕm trªn 50%. X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme protease, kitinase, cellulase vµ amylase cña c¸c chñng vi khuÈn ­a kiÒm nµy ®· cho thÊy sè vi khuÈn cã kh¶ n¨ng sinh protease chiÕm trªn 42% tæng sè vi khuÈn (B¶ng 1). Ngoµi ra, kh¶ n¨ng sinh c¸c enzyme kh¸c nh­ kitinase, cellulase vµ amylase còng thÊy ë nhiÒu chñng vi khuÈn. Trong ®ã cã tíi 67 chñng cã kh¶ n¨ng sinh c¶ 4 lo¹i enzyme nµy, ®iÒu ®ã cã thÓ gióp dÔ dµng lùa chän m«i tr­êng nu«i cÊy sau nµy.


Trong sè nh÷ng chñng cã kh¶ n¨ng sinh protease nµy, 23 chñng ®· ®­îc chän ®Ó tiÕn hµnh nghiªn cøu s©u h¬n. Cã 10 chñng trong sè c¸c chñng nµy cã kh¶ n¨ng sinh tæng  hîp c¶ 4 lo¹i enzyme protease, kitinase, cellulase vµ amylase, trong ®ã cã 5 chñng (2.2, 2.20, 9.2, 18.2 vµ 18.6) cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme protease cao nªn ®­îc lùa chän cho c¸c nghiªn cøu tiÕp theo (B¶ng 2).

B¶ng 1. Kh¶ n¨ng sinh mét sè enzyme cña c¸c vi khuÈn ­a kiÒm


		Hoạt tính enzyme

		Tổng số chủng

		Protease

		Kitinase

		Cellulase

		Amylase



		Số lượng

		449

		190

		290

		268

		150



		Tỷ lệ (%)

		100

		42,3

		64,6

		59,7

		33,4



		

		

		

		

		

		





B¶ng 2. Kh¶ n¨ng sinh mét sè enzyme cña 23 chñng vi khuÈn tuyÓn chän


		Số TT

		Chủng

		Protease

		Kitinase

		Cellulase

		Amylase



		1

		2.17

		+

		+ + +

		+

		-



		2

		2.19

		+

		+ +

		+ + +

		+



		3

		2.2

		+ + + + +

		+ + +

		+ + +

		+ + +



		4

		2.20

		+ + + + +

		+ + +

		+ + +

		+ +



		5

		2.22

		+

		+ + +

		-

		-



		6

		2.23

		+

		+

		+ +

		+ + +



		7

		2.6

		+ +

		+ +

		+ +

		+ +



		8

		2.7

		+ +

		+ +

		+ + + +

		+ + + +



		9

		9.1

		+ +

		-

		-

		+ + +



		10

		9.11

		+

		+

		+ +

		+ +



		11

		9.2

		+ + + + +

		+ +

		+

		+ + +



		12

		9.3

		+ + +

		-

		+ +

		-



		13

		9.4

		+ + +

		+ + +

		+ +

		+



		14

		9.5

		+ +

		+ +

		+ +

		-



		15

		9.7

		+ + +

		

		+ + +

		-



		16

		9.8

		+ +

		+

		-

		+



		17

		18.2

		+ + + + +

		+ + + + +

		+ + +

		+ +



		18

		18.3

		+

		-

		-

		-



		19

		18.3

		+ + +

		

		+

		-



		20

		18.6

		+ + + + +

		+ + + + +

		+ + +

		+ + + +



		21

		2.2’

		+

		+ + + +

		+ + +

		+ +



		22

		18.3’

		+ + +

		+ +

		+ + +

		-



		23

		18.7’

		+ +

		+ +

		+

		-





Ghi chú:  -: Không có hoạt tính,   +: Có hoạt tính yếu.  + +  đến + + + + +: Hoạt tính mạnh tăng dần


B¶ng 3. §Æc ®iÓm h×nh th¸i khuÈn l¹c vµ tÕ bµo cña c¸c chñng vi khuÈn lùa chän 


		TT

		Kí hiệu chủng

		Màu sắc khuẩn lạc

		Hình dáng khuẩn lạc

		Kích thước khuẩn lạc
(Phrommao & cs.)

		Tiết
sắc tố

		Gram

		Hình dạng tế bào



		1

		9.2

		Trắng đục

		Mép phẳng, trơn, lồi

		2-3

		-

		(+)

		Hình cầu



		2

		18.2

		Trắng đục

		Mép răng cưa, nhăn nheo

		4-5

		-

		(+)

		Hình que



		3

		18.6

		Vàng nhạt

		Mép phẳng, trơn, tròn

		5-6

		-

		(+)

		Hình ovan



		4

		2.2

		Vàng nhạt

		Mép phẳng, hơi nhăn

		4-5

		-

		(+)

		Hình que



		5

		2.20

		Vàng nhạt

		Mép phẳng, trơn, hơi lồi

		3-7

		-

		(+)

		Hình cầu





Ghi chú:    -: Không tiết sắc tố;  (+): Gram +


3.2. Mét sè ®Æc ®iÓm h×nh th¸i cña 5 chñng
       vi khuÈn ®­îc tuyÓn chän

C¸c chñng vi khuÈn tuyÓn chän ®­îc cÊy lªn m«i tr­êng n­íc biÓn ë 30oC trong 24 giê, sau ®ã ®em ra quan s¸t mµu s¾c, h×nh d¹ng

vµ kÝch th­íc khuÈn l¹c. KhuÈn l¹c cña c¸c chñng vi khuÈn nµy cã mµu tr¾ng ®ôc hoÆc vµng nh¹t vµ hÇu hÕt cã mÐp ph¼ng, tr¬n (B¶ng 3). Quan s¸t h×nh th¸i vi khuÈn cho thÊy c¶ 5 chñng vi khuÈn ®Òu lµ Gram (+) nh­ng h×nh d¹ng rÊt kh¸c nhau. 


3.3. ¶nh h­ëng cña mét sè yÕu tè ®Õn
       kh¶ n¨ng sinh tr­ëng, sinh tæng
       hîp protease cña 5 chñng vi khuÈn
       tuyÓn chän


3.3.1. ¶nh h­ëng cña nång ®é muèi


KÕt qu¶ cho thÊy, nång ®é NaCl ¶nh h­ëng tíi tèc ®é sinh tr­ëng vµ kh¶ n¨ng sinh tæng hîp protease cña c¶ 5 chñng tuyÓn chän. Nh×n chung, tèc ®é sinh tr­ëng vµ kh¶ n¨ng sinh tæng hîp protease cña nh÷ng vi khuÈn nµy bÞ h¹n chÕ ë nång ®é muèi qu¸ cao (H×nh 1A, 1B). C¸c chñng 2.20, 18.6 vµ 9.2 cã kh¶ n¨ng sinh tr­ëng tèt ë ®iÒu kiÖn nång ®é muèi thÊp (0,5 - 2%), trong khi ®ã chñng 2.2 vµ 18.2 ph¸t triÓn tèt trong m«i tr­êng cã nång ®é muèi cao h¬n, tõ 3 - 4%. Kh¶ n¨ng sinh tr­ëng cña c¶ 5 chñng vi khuÈn nµy gi¶m nhanh ë nång ®é muèi cao

h¬n 5%. Ba chñng 2.2, 2.20 vµ 18.2 cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp protease cao h¬n 2 chñng cßn l¹i. Kh¶ n¨ng sinh tæng hîp protease cña c¸c chñng tØ lÖ víi kh¶ n¨ng sinh tr­ëng cña chóng ngo¹i trõ chñng 2.20 cã kh¶ n¨ng sinh tr­ëng tèt ë nång ®é muèi 0,5% nh­ng l¹i sinh tæng hîp protease m¹nh trong m«i tr­êng cã nång ®é muèi 3%. Trong sè 5 chñng nµy, chñng 2.2 thÓ hiÖn kh¶ n¨ng chÞu mÆn vµ sinh tæng hîp protease cao h¬n c¸c chñng kh¸c. §Æc tÝnh nµy rÊt cã lîi ®Ó sö

dông trong c«ng nghÖ s¶n xuÊt n­íc m¾m ng¾n ngµy.


3.3.2. ¶nh h­ëng cña pH ban ®Çu


KÕt qu¶ chØ ra c¶ 5 chñng vi khuÈn sinh tr­ëng vµ sinh tæng hîp protease trong vïng pH réng tõ 5 - 10 (H×nh 2A, 2B). Tuy nhiªn, pH trung tÝnh tèi thÝch nhÊt cho chóng sinh tr­ëng vµ sinh tæng hîp protease. Nh÷ng nghiªn cøu kh¸c còng cho thÊy c¸c chñng vi khuÈn ­a mÆn ®Òu cã kh¶ n¨ng chÞu kiÒm t­¬ng ®èi cao vµ pH cho sinh tr­ëng, sinh tæng hîp protease tèi ­u cña chóng thuêng h¬i kiÒm (Ventosa & cs., 1998; Vilhelmsson & cs., 1996). Trong sè 5 chñng tuyÓn chän, hai chñng 2.2 vµ 9.2 thÓ hiÖn kh¶ n¨ng ph¸t triÓn vµ sinh protease tèt h¬n trong m«i tr­êng kiÒm.  
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H×nh 1. ¶nh h­ëng cña nång ®é muèi lªn kh¶ n¨ng sinh tr­ëng (A) vµ
sinh tæng hîp protease (B) cña 5 chñng tuyÓn chän
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H×nh 2. ¶nh h­ëng cña pH ®Õn kh¶ n¨ng sinh tr­ëng (A) vµ
sinh tæng hîp protease (B) cña 5 chñng tuyÓn chän
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H×nh 3. ¶nh h­ëng cña nhiÖt ®é ®Õn kh¶ n¨ng sinh tr­ëng (A)
vµ sinh tæng hîp protease (B) cña 5 chñng tuyÓn chän


3.3.3. ¶nh h­ëng cña nhiÖt ®é


KÕt qu¶ h×nh 3 cho thÊy c¶ 5 chñng ®Òu ph¸t triÓn tèt ë nhiÖt ®é tõ 30 ®Õn 45oC. Ngo¹i trõ chñng 18.2 ph¸t triÓn tèt nhÊt ë 37oC, bèn chñng cßn l¹i ®Òu ph¸t triÓn tèt nhÊt ë nhiÖt ®é 45oC. Kh¶ n¨ng tæng hîp protease cña c¸c chñng nµy còng tèt ë ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é 45oC trõ chñng 18.2 thÓ hiÖn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp protease cao nhÊt ë 37oC. Nh­ vËy, c¶ 5 chñng nµy ®Òu thuéc lo¹i ­a nhiÖt. §©y lµ ®Æc tÝnh tèt cho øng dông s¶n xuÊt n­íc m¾m. §Æc biÖt chñng 2.2 thÓ hiÖn kh¶ n¨ng sinh tr­ëng vµ sinh tæng hîp protease cao h¬n c¸c chñng kh¸c.


Tõ c¸c kÕt qu¶ trªn cho thÊy chñng 2.2


lµ chñng vi khuÈn chÞu mÆn, chÞu kiÒm vµ chÞu nhiÖt, cã ho¹t tÝnh protease cao nhÊt trong 5 chñng ®· chän. Cho nªn, chñng 2.2 ®­îc chän cho c¸c nghiªn cøu tiÕp theo.


3.4. Mét sè tÝnh chÊt cña enzyme protease
        cña chñng 2.2


Mét sè tÝnh chÊt cña protease cña chñng 2.2 nh­ ¶nh h­ëng cña nång ®é muèi, pH vµ nhiÖt ®é ®Õn kh¶ n¨ng xóc t¸c cña enzyme ®· ®­îc nghiªn cøu s¬ bé ®Ó lµm c¬ së b­íc ®Çu cho sù ph©n lo¹i vµ øng dông enzyme trong thùc tÕ. Nh×n chung, c¶ ba yÕu tè nång ®é muèi, pH vµ nhiÖt ®é ®Òu ¶nh h­ëng ®Õn ho¹t tÝnh xóc t¸c cña enzyme protease cña chñng 2.2 (H×nh 4A, 4B vµ 4C). 


Enzyme protease cã ho¹t tÝnh cao nhÊt ë nång ®é muèi 3% (H×nh 4A). Nh­ vËy, nång ®é muèi m«i tr­êng cho chñng 2.2 ph¸t triÓn tèt nhÊt còng chÝnh lµ nång ®é muèi ph¶n øng tèi ­u cho ho¹t ®éng cña protease. ë nång ®é muèi tõ 6 ®Õn 9%, kh¶ n¨ng xóc t¸c cña enzyme gi¶m xuèng nh­ng ho¹t tÝnh vÉn kh¸ cao. Ho¹t tÝnh xóc t¸c cña enzyme protease gi¶m m¹nh h¬n ë nång ®é muèi tõ 10 ®Õn 12%.


Enzyme protease cña chñng 2.2 cã kh¶ n¨ng xóc t¸c trong d¶i pH réng (pH 5 - 10) vµ pH 8 lµ pH tèi thÝch cho enzyme nµy (H×nh 4B). Tuy nhiªn, kÕt qu¶ nµy cho thÊy gi¸ trÞ pH 6 thÝch hîp nhÊt cho chñng 2.2 ph¸t triÓn (H×nh 2A) vµ pH 8 lµ tèi ­u cho ho¹t ®éng cña enzyme protease. §iÒu nµy cã thÓ do pH 6 thÝch hîp cho giai ®o¹n ®Çu cña qu¸ tr×nh ph¸t triÓn cña vi khuÈn, ë giai ®o¹n sau, sù ph¸t triÓn cña chñng 2.2 ®· lµm


kiÒm ho¸ m«i tr­êng nu«i cÊy. Còng cã thÓ, trong m«i tr­êng pH 6 sù ph¸t triÓn cña chñng 2.2 ®¹t cùc ®¹i, kh¶ n¨ng tæng hîp protease vµ tiÕt chóng ra ngoµi m«i tr­êng lµ tèt nhÊt nh­ng ho¹t tÝnh cña protease ®ã l¹i cao nhÊt ë pH 8. Do d¶i pH ho¹t ®éng cña protease tõ chñng nµy lµ kh¸ réng, ë pH 11 protease tõ chñng vÉn cßn thÓ hiÖn ®­îc ho¹t tÝnh nªn chóng thÝch hîp sö dông cã thÓ ho¹t ®éng ë m«i tr­êng dÞch c¸ kiÒm dÇn trong qu¸ tr×nh s¶n xuÊt n­íc m¾m.
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H×nh 4. ¶nh h­ëng cña nång ®é muèi (A), pH (B) vµ nhiÖt ®é (C)
®Õn ho¹t tÝnh xóc t¸c cña enzyme protease tõ chñng 2.2


KÕt qu¶ cho thÊy enzyme protease cña chñng 2.2 cã kh¶ n¨ng xóc t¸c trong ë ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é tõ 25 ®Õn 50oC, trong ®ã 45oC lµ nhiÖt ®é tèi thÝch cña enzyme (H×nh 4C). ë 50oC, ho¹t tÝnh xóc t¸c cña enzyme vÉn cßn cao, chØ gi¶m 12% so víi ho¹t tÝnh enzyme ë nhiÖt ®é tèi thÝch 45oC. Enzyme protease hÇu nh­ kh«ng thÓ hiÖn ho¹t tÝnh ë nhiÖt ®é 60oC.


3.5. §éng th¸i sinh tr­ëng vµ sinh tæng
       hîp protease cña chñng 2.2


Tõ c¸c kÕt qu¶ trªn, nghiªn cøu ®· lùa chän ®­îc c¸c ®iÒu kiÖn, th«ng sè tèi ­u cho sù lªn men cña chñng 2.2 lµ nång ®é muèi 3%, pH 7, nhiÖt ®é 45oC. Chñng vi khuÈn nµy ®­îc tiÕn hµnh lªn men trong m«i tr­êng MPA (pepton 10; cao thÞt 5 g/l) víi c¸c ®iÒu kiÖn tèi thÝch nµy ®Ó nghiªn cøu ®éng th¸i sinh truëng vµ sinh tæng hîp protease.


Trong 4 giê ®Çu cña qu¸ tr×nh lªn men cã sù t¨ng nhÑ sè l­îng vi sinh vËt nh­ng ch­a thÊy cã sù sinh tæng hîp enzyme. Pha thÝch nghi kh«ng tån t¹i cã thÓ lý gi¶i do ®iÒu kiÖn nh©n gièng vµ ®iÒu kiÖn lªn men t­¬ng ®ång nhau nªn vi khuÈn cã thÓ sinh tr­ëng ngay. MËt ®é tÕ bµo cao nhÊt sau 24 giê nu«i cÊy (H×nh 5).


Sau 16 giê ph¸t triÓn, ®· x¸c ®Þnh thÊy ho¹t tÝnh cña enzyme protease. Sau ®ã ho¹t tÝnh cña enzyme t¨ng dÇn vµ ®¹t cùc ®¹i sau 24 giê. KÓ tõ thêi ®iÓm nµy ho¹t tÝnh xóc t¸c cña enzyme gi¶m dÇn, ®Æc biÖt gi¶m m¹nh sau 48 giê nu«i cÊy.


M«i tr­êng nu«i cÊy bÞ acid ho¸ sau 8 giê vi khuÈn ph¸t triÓn (pH 5,5), sau ®ã pH cña m«i tr­êng t¨ng lªn vµ ®­îc duy tr× t­¬ng ®èi æn ®Þnh ë pH h¬i kiÒm trong qu¸ tr×nh lªn men.
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H×nh 5. §éng th¸i qu¸ tr×nh lªn men sinh tæng hîp protease cña chñng 2.2


3.6. B­íc ®Çu ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng thuû 
       ph©n c¸ cña chñng vi khuÈn 2.2, 
       2.20 vµ 18.2


Nghiªn cøu kh¶ n¨ng thuû ph©n cña 3 chñng vi khuÈn 2.2, 2.20 vµ 18.2 trªn hai lo¹i c¸ phæ biÕn lµ c¸ biÓn vµ c¸ n­íc ngät ®­îc thùc hiÖn nh­ quy tr×nh ®· nªu trªn víi sù bæ sung dÞch nu«i cÊy 24 giê cña 3 vi khuÈn lùa chän theo tû lÖ 1 ml dÞch nu«i cÊy/100 g c¸. Sau 15 ngµy, lÊy dÞch c¸ lÇn ®Çu ®Ó tiÕn hµnh ®o mét sè chØ tiªu c¬ b¶n vµ ®¸nh gi¸ c¶m quan s¬ bé b­íc ®Çu (B¶ng 4). 


KÕt qu¶ cho thÊy, sau 15 ngµy lªn men


c¸ ®· cã sù kh¸c nhau c¬ b¶n gi÷a mÉu ®èi chøng víi c¸c mÉu cã sö dông dÞch nu«i cÊy sau 24 giê cña c¸c chñng vi khuÈn ®· chän. Nh×n chung l­îng nit¬ tæng sè cña mÉu bæ sung dÞch nu«i cÊy ®Òu cao h¬n so víi mÉu ®èi chøng tuy nhiªn l­îng nit¬ amonia t¨ng kh«ng ®¸ng kÓ. Akolkar vµ cs. (2010) còng b¸o c¸o r»ng hµm l­îng nit¬ tæng sè  cña mÉu cã bæ chñng vi khuÈn sinh protease Halobacterium sp. SP1 cao h¬n mÉu ®èi chøng. KÕt qu¶ ®¸nh gi¸ c¶m quan cho thÊy mÉu sö dông dÞch nu«i cÊy ®· cã mµu s¸ng h¬n, trong h¬n vµ b¾t ®Çu cã h­¬ng th¬m ®Æc tr­ng cña m¾m. §iÒu ®ã chøng tá qu¸ tr×nh thuû ph©n c¸ ®· diÔn ra nhanh h¬n ë c¸c mÉu cã bæ sung dÞch nu«i cÊy. Næi bËt h¬n c¶, chñng 2.2 cã kh¶ n¨ng thuû ph©n c¸ nhanh h¬n hai chñng cßn l¹i. §iÒu nµy cã thÓ gi¶i thÝch lµ do chñng 2.2 cã kh¶ n¨ng sinh tr­ëng vµ sinh tæng hîp enzyme protease tèt h¬n hai chñng ®ã nh­ kÕt qu¶ ®· th¶o luËn ë trªn. L­îng nit¬ tæng sè trong dÞch c¸ cã bæ sung dÞch nu«i cÊy cña chñng 2.2 ®· t¨ng gÇn gÊp ®«i so víi mÉu ®èi chøng nh­ng nit¬ amonia t¨ng cao h¬n so víi mÉu ®èi chøng (c¸ n­íc mÆn t¨ng 42%, c¸ n­íc ngät t¨ng 10%). VÒ mÆt c¶m quan, sau 15 ngµy lªn men dÞch c¸ cã bæ sung chñng 2.2 kh«ng nh÷ng trong nhÊt, gÇn víi mµu ®Æc tr­ng cña n­íc m¾m nhÊt mµ cßn b¾t ®Çu cã h­¬ng th¬m ®Æc tr­ng cña n­íc m¾m. 


Nh­ vËy, khi sö dông chñng vi khuÈn 2.2 trong thuû ph©n c¸ th× hiÖu suÊt thuû ph©n kh¸ tèt, tuy nhiªn l­îng nit¬ amonia t¹o ra nhiÒu h¬n. H¬n n÷a, do thêi gian thuû ph©n ng¾n nªn c¸c chÊt t¹o nªn h­¬ng th¬m ®Æc tr­ng cho n­íc m¾m ch­a ®­îc tæng hîp nhiÒu lµm gi¶m ®é hÊp dÉn cho n­íc m¾m ng¾n ngµy. Do vËy, ®Ó thuû ph©n c¸ trong s¶n xuÊt n­íc m¾m ng¾n ngµy tèt vµ t¹o ra n­íc m¾m cã ®é hÊp dÉn h¬n, nªn kÕt hîp chñng 2.2 víi c¸c chñng kh¸c cã kh¶ n¨ng chuyÓn ho¸ nit¬ vµ sinh h­¬ng th× hiÖu qu¶ thuû ph©n sÏ cao h¬n.


B¶ng 4. ChØ tiªu chÊt l­îng dÞch c¸ lªn men sau 15 ngµy


		Chỉ tiêu

		Lên men tự nhiên
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		Mùi

		Sốc, tanh
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		Trạng thái dịch
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		Nitơ tổng số (g/l)
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		15,82

		13,3

		12,32

		14,84
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		Nitơ NH3 (g/l)
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4. KÕT LUËN


Tõ 56 mÉu bïn ven biÓn, n­íc biÓn vµ n­íc ch­îp c¸ lÊy t¹i §µ N½ng vµ Thanh Ho¸ ph©n lËp ®­îc 449 chñng vi khuÈn ­a kiÒm trong ®ã cã 190 chñng cã kh¶ n¨ng ph©n gi¶i protein.


§· tuyÓn chän ®­îc 5 chñng vi khuÈn ­a kiÒm, ­a mÆn cã ho¹t tÝnh protease cao lµ chñng 2.2, 2.20, 18.2, 18.6 vµ 9.2, trong ®ã chñng 2.2 cã kh¶ n¨ng sinh tr­ëng vµ sinh tæng hîp protease m¹nh nhÊt.


§éng th¸i sinh tr­ëng vµ sinh tæng hîp protease cho thÊy, ho¹t tÝnh protease cña chñng 2.2 ®¹t cao nhÊt sau 24 giê. Enzyme nµy ho¹t ®éng tèi thÝch ë c¸c ®iÒu kiÖn nång ®é NaCl 3%; pH  vµ nhiÖt ®é 45oC.


B­íc ®Çu nghiªn cøu cho thÊy sau 15 ngµy thuû ph©n dÞch c¸ cã bæ sung c¸c chñng lùa chän (2.2, 2.20 vµ 18.2), c¸ ®­îc thuû ph©n nhanh h¬n so víi thuû ph©n tù nhiªn.
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			Bảng 4.10. Ảnh hưởng của pH lên hoạt tính proteaza của chủng 2.2.
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			Bảng 4.10. Ảnh hưởng của pH lên hoạt tính proteaza của chủng 2.2.
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			Bảng 4.10. Ảnh hưởng của pH lên hoạt tính proteaza của chủng 2.2.
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			Bảng 4.10. Ảnh hưởng của pH lên hoạt tính proteaza của chủng 2.2.
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			Bảng 4.10. Ảnh hưởng của pH lên hoạt tính proteaza của chủng 2.2.
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			Bảng 4.10. Ảnh hưởng của pH lên hoạt tính proteaza của chủng 2.2.
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			Bảng 4.9. Ảnh hưởng của nồng độ muối lên hoạt tính proteaza của chủng 2.2.


			Nồng độ NaCl(%)						0.5			1			2			3			4			5			6			7			8			9			10			11			12


			Đường kính vòng phân giải(mm)						17			20			22			24			21			18			16			15			15			15			10			7			5
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						50			23									3


						60			0


			Chỉ tiêu			Lên men tự nhiên						Lên men với chủng nghiên cứu


						Cá biển			Cá nước ngọt			Cá biển									Cá nước ngọt


												2.2			2.2			18.2			2.2			2.2			18.2


			Màu sắc			Đỏ sẫm			Vàng nhạt			Đỏ tươi			Hồng thẫm			Hồng tươi			Vàng hơi ánh hồng			Vàng			Vàng hơi sẫm


			Mùi			Sốc, tanh			Sốc, tanh			Hơi có hương đặc trưng của nước mắm			Hơi sốc, tanh			Sốc, tanh.			Hơi sốc, tanh			Hơi sốc, tanh			Sốc, tanh.


			Trạng thái dịch			Rất đục			Đục			Hơi trong			Hơi trong			Đục			Hơi trong			Hơi trong			Đục


			Nitơ tổng số			9.8			8.4			15.82			13.3			12.32			14.84			11.9			10.92


			Nitơ amoniac			1.61			1.47			2.45			1.47			1.61			1.61			1.61			1.75


												0.42
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