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TOM TAT
Chitosanoligosaccharide (COS) cé nhiéu chirc ning sinh ly, dwgrc (’Png dung réng rai trong ndng
nghiép, cong nghé thwec pham, y té. Bang phwong phap thwe nghiém da xac dinh dwoc cac diéu kién
t6i wu dé thu nhan COS: pH = 6,5; nhiét do 60°C, ty Ié E: S = 0,12 va th&i gian phan (rng 10 h.
Tir khéa: Chitosanoligosaccharide, chitosanase, pH, nhiét do, ty 1é E : S, th&i gian téi wu.

SUMMARY

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

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

1. DAT VAN DE

Chitosanoligosaccharide (COS) san
phdm thiy phan cta chitosan c6 hoat tinh
sinh hoc 1a kha ning khang nim, khang
khuén, ting cudng kha ning mién dich, ting
cuong kha niang bao vé chéng nhiém trung
(Vi Cong Phong, 2007). Nhiing lgi ich cua
COS mang lai rat to 16n nhu gin chat béo du
thita va tc ché su hap thu chat béo (Okamoto
va cs., 2003), chéng ung thu va kich thich kha
nang mién dich (Gama va cs., 1991).

COS ¢6 thé dude thu nhan bing phuong
phéap hoa hoc. Tuy nhién, phuong phap hiéu
qua nhit dé sin xudt san phdm nay la
phuong phap cong nghé sinh hoc st dung
enzyme chitosanase.
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Bai bao nay trinh bay cac két qua chon
lya cac diéu kién hoat dong t6i uu cua
enzyme chitosanase (pH, nhiét do, ty 1& E: S,
thoi gian thiy phéan) dé xay dung quy trinh
san xudt COS bing enzyme chitosanase.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN cUU

2.1. Vat lidu va héa chat

Enzyme chitosanase st dung 1a ché
phdm enzyme chitosanase ky thuat thu
nhan theo quy trinh dugc Ng6 Xuan Manh
va Nguyén Thi Phuong Nhung (2009) mé ta.
Ché& phdm enzyme chitosanase ky thuat c6
hoat tinh 0,73 U/ml .



Chon Iwa diéu kién hoat déng tdi wu cua enzyme chitosanase thu nhan twr Streptomyces griceus ...

Chitosan, cac héa chat st dung c6 do
sach phan tich, AR (Trung Qudc).

2.2. Phuong phap bé tri thi nghiém

St dung phuong phéap thuc nghiém dé
xac dinh diéu kién t6i vu dé thu nhan COS.
Thi nghiém xic dinh cac yéu t6 pH moi
truong, nhiét do, ty 1& E: S va thoi gian phan
tng dudc bo tri 1an lugt.

e Thi nghiém I: Xac dinh pH t6i wu dé
thu nhan COS dugdc tién hanh nhu sau.

Néng do co chat (chitosan 2%) (V=5 ml)

Ty 1& E/S: 0.04 (Venzyme = 0,2 ml)

Nhiét do: 50°C

Thdi gian phan ting: 10 gic

o Thi nghiém 2: Xac dinh nhiét do t61 uu
dé thu nhan COS dugc tién hanh nhu sau:

pH dugc xac dinh & thi nghiém 1. Néng
d6 co chat (chitosan 2%) (V=5 ml). Ty 1é E/S:
0,04 (Veyme = 0,2 ml), Nhiét do thay doi tu
45°C dén 65°C. Thoi gian phan tng: 10 gid.

e Thi nghiém 3: Xac dinh ty 1& enzyme:
co chét (E:S) t6i uu dé thu nhan COS

Thi nghiém dugc tién hanh & pH, nhiét
do da xac dinh & thi nghiém 1 va 2. Nong do
co chat (chitosan 2%) (V= 5 ml). Ty 1& E:S
thay doi tit 0,02 dén 0,14 (Vp,ume = 0,1; 0,2;
0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8 ml). Thoi gian phan
tng: 10 gig.

o Thi nghiém 4: Xac dinh thoi gian phan
tng dé thu nhan COS.

Thi nghiém dudc tién hanh 6 pH, nhiét
do va ty lé E:S dudc xac dinh 6 thi nghiém
1, 2 va 3. Thoi gian phan tng: 8h, 9h, 10h,
11h, 12h.

2.3. Phuong phap xac dinh duong COS
X4c dinh ham lugng duong khi COS
dua vao s6 goc duong khit giai phéng bing
phuong phap quang phd, st dung acid
dinitrosalicylic (DNS) (Miller, 1959).
S6 liéu thi nghiém dugc tinh toan va xi
ly theo chuong trinh Excel.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Xac dinh pH t6i wu dé thu nhan COS

Két qua thu dugc cua thi nghiém 1
(Hinh 1) cho thdy ring pH khac nhau c¢6 anh
hudng dén hoat ddong ctia enzym chitosanase.
Khi pH tang ti 4,5 dén 6,5 ham lugng COS
hinh thanh ting, sau d6 gidm & pH = 7. Nhu
vay 6 pH = 6,5 thi enzyme hoat dong tot
nhét va ham lugng dudng cao nhét.

3.2. Xac dinh nhiét do t6i vu dé thu nhan
duong COS
Tién hanh thi nghiém 6 pH = 6,5 nhu
dugc xac dinh & thi nghiém 1, cac khoang
nhiét d6 thay ddi tit 45°C dén 65°C, ty 1é E/S:
0,04 (Venzyme = 0,2 ml, Viyipean = 5 ml), phéan
{ing xay ra trong 10 gic (Hinh 2).

1.6

4.4 1.22 1.28
E 1.02 1.07 143 I
5 1.2 T I 1
E T 1 0.86
= T 1l
4 T
o
O 0.8 1
g
5. 0.6
=
£ 0.4
-G
T 0.2

0 T
4.5 5 55 6 6.5 7
pH

Hinh 1. Anh huéng pH dén sy hinh thanh dudng COS

465



Ngé Xuén Manh, Nguyén Thi Thdm

1.5
1.42

1.45
an 1.37
E 14
E
@ 135 102
8 129
£ 13 T
5 1.24
E 125 | (USRNSSR — W— u——
= =

1‘2 '
1.15
45 50 55 60 65
Nhigt dg (oC)
. 2 2, on n ¢ N - ~
Hinh 2. Anh huong nhiét d§ dén su hinh thanh duéng COS
4.5

I

o
&)

w

[}

Ham lugng COS (mg/ml)
= N
n n

-

0.02

0.08
Tylé E/S

0.1 0.12

Hinh 3. Anh huéng ty 1& E:S dén sy thu nhan dudng COS

Két qua & hinh 2 cho thay khi nhiét do
phan tng ting tit 45°C dén 60°C, ham lugng
COS thu duge ting va dat cao nhat & 60°C. O
nhiét d6 cao hon (65°C) ham lugng COS thu
dude gidm. Dua vao két qua thu dude, 60°C
1a nhiét do t6i thich dé thu nhan COS.

3.3. Xac dinh ty 1&¢ E: S t6i uvu dé thu nhan
COs
Tién hanh thi nghiém 6 pH = 6, nhiét do
60°C da xac dinh, thoi gian phan tng 10 gio
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v6i cac ty 1& E:S thay déi tit 0,02 dén 0,14
(Venzyme = 0,15 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8 ml,
Venitosan = D ml) (Hinh 3).

Két qua hinh 3 cho thay khi ting lugng
enzyme so v6i co chat (ty 18 enzyme: cd chat
tang tu 0,02 dén 0,12), ham lugng duong
COS thu dugc téng, sau d6 6 cac ty 1é 0,14;
0,16 lugng COS thu dugc khong ting. Két
qua thu duge cho phép chon ty 1& E:S =0,12
1a ty 1¢ t6i thich dé thu nhan COS.



Chon Iwa diéu kién hoat déng tdi wu cua enzyme chitosanase thu nhan twr Streptomyces griceus ...
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3.4. Xac dinh thoi gian phan tng dé thu
nhan duong COS.

Thi nghiém dugc tién hanh &6 pH = 6,5,
nhiét do 60°C, t§ 18 E:S = 0,12 (Ve = 0,6 ml,
Viitosan = D ml) v6i thoi gian phan tng: 8h,
9h, 10h, 11h, 12h (Hinh 4).

Két qua ¢ hinh 4 cho thay khi tang thoi
gian phan tng ti 8 h dén 10 h, lugng duong
COS thu dugc tang. Khi tiép tuc tang thoi
gian phan ting 1én 11 h, 12 h thi lugng duong
COS ting khong dang ké. Trong san xuét
viéc kéo dai thoi gian phan ting thém lam
tang chi phi san xuat, ting nguy co nhiém vi
sinh khoéng ¢6 1¢i, do d6 10 gid 1a thoi gian du
dé thu nhan duong COS.

4. KET LUAN

Pa xac dinh diéu kién toi vu dé san xudt
dudng chitosanoligosaccharide COS theo phuong
phap thuc nghiém. Nong d6 chitosan 2%; pH
méi trudng 6,5; nhiét do 60°C; ty 1lé E:S =
0,12 va thoi gian phan ting 10 gig.
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§Ó THU NHËN CHITOSANOLIGOSACCHARIDE (COS)


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


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


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


SUMMARY


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


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

1. §ÆT VÊN §Ò


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

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


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


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


2.1. VËt liÖu vµ hãa chÊt


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


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


2.2. Ph­¬ng ph¸p bè trÝ thÝ nghiÖm


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


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


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


Tû lÖ E/S: 0.04 (Venzyme = 0,2 ml)


NhiÖt ®é: 50oC


Thêi gian ph¶n øng: 10 giê


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


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


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


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


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


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


2.3. Ph­¬ng ph¸p x¸c ®Þnh ®­êng COS


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


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


3. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN


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


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


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


TiÕn hµnh thÝ nghiÖm ë pH = 6,5 nh­ ®­îc x¸c ®Þnh ë thÝ nghiÖm 1, c¸c kho¶ng nhiÖt ®é thay ®æi tõ 450C ®Õn 650C, tû lÖ E/S: 0,04 (Venzyme = 0,2 ml, Vchitosan = 5 ml),  ph¶n øng x¶y ra trong 10 giê (H×nh 2).
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H×nh 1. ¶nh h­ëng pH ®Õn sù h×nh thµnh ®­êng COS
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H×nh 2. ¶nh h­ëng nhiÖt ®é ®Õn sù h×nh thµnh ®­êng COS
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H×nh 3. ¶nh h­ëng tû lÖ E:S ®Õn sù thu nhËn ®­êng COS


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


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


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


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


KÕt qu¶ h×nh 3 cho thÊy khi t¨ng l­îng enzyme so víi c¬ chÊt (tû lÖ  enzyme: c¬ chÊt t¨ng tõ 0,02 ®Õn 0,12), hµm l­îng ®­êng COS thu ®­îc t¨ng, sau ®ã ë c¸c tû lÖ 0,14; 0,16 l­îng COS thu ®­îc kh«ng t¨ng. KÕt qu¶ thu ®­îc cho phÐp chän tû lÖ E:S =0,12 lµ tû lÖ tèi thÝch ®Ó thu nhËn COS.
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H×nh 4. ¶nh h­ëng thêi gian ®Õn sù thu nhËn ®­êng COS


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


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

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


4. KÕT LUËN

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