
Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ  Tập 55, Số chuyên đề: Công nghệ Sinh học (2019)(1): 111-118 

 111 

 

DOI:10.22144/ctu.jsi.2019.015 

ỨNG DỤNG LYSOZYME ĐỂ TẠO CHẾ PHẨM BỘT OLIGOSACCHARIDE  
TỪ VỎ TÔM THẺ CHÂN TRẮNG (Litopennaeus vannamei) 

Võ Văn Song Toàn1*, Lê Tấn Hòa1, Nguyễn Thị Cẩm Giang1, Kim Thị Thu Xương1,  
Trương Thị Thanh Tuyền1, Lê Ngọc Tuyết1, Nguyễn Ngọc Phương Vy1, Dương Thị Hương Giang2 và 
Trần Nhân Dũng1 
1Viện Nghiên cứu và Phát triển Công nghệ Sinh học, Trường Đại học Cần Thơ 
2Liên hiệp các Hội Khoa học và Kỹ thuật Cần Thơ 
*Người chịu trách nhiệm về bài viết: Võ Văn Song Toàn (email: vvstoan@ctu.edu.vn) 

Thông tin chung: 
Ngày nhận bài: 13/11/2018 
Ngày nhận bài sửa: 26/03/2019 
Ngày duyệt đăng: 12/04/2019 
 
Title:  
Application of lysozyme for 
producing oligosaccharide 
powder from whiteleg 
shrimp shell (Litopenaeus 
vannamei) 

Từ khóa:  
Chitin huyền phù, 
Litopenaeus vannamei, 
lysozyme, oligosaccharide, 
thủy phân 

Keywords: 
Chitin of suspensions, 
hydrolysis, Litopenaeus 

vannamei, lysozyme, 
oligosaccharide 

ABSTRACT 

The study was conducted to investigate the effects of time, pH, temperature 
and substrate concentration on biological hydrolyzing chitin by lysozyme 
extracted from Hisex Brown egg for producing chitin oligosaccharide. The 
efficiency of hydrolysis in each treatment was evaluated by the generated 
reducing sugar followed Schales’s method. Lineweaver-Burk and 
Michaelis-Menten equations were also created to determine Vmax and Km 
values. The results indicated that the reducing sugar produced during 
hydrolysis was significantly affected by time, pH, temperature and substrate 
concentration (p < 0.05). The appropriate conditions for hydrolysis of chitin 
suspension with lysozyme were determined to be temperature of 65°C, pH 
of 5.5, time of 12 hours and chitin suspension of 0.1 mg/mL. The values of 
Vmax and Km during hydrolysis were reported to be 0.225 μM/min and 0.022 
mg/mL, respectively. The product from the hydrolysis process of chitin 
suspension was lyophilized for 48 hours to obtain a powder of soluble 
oligosaccharide. 

TÓM TẮT 

Nghiên cứu được thực hiện nhằm khảo sát ảnh hưởng của thời gian, pH, 
nhiệt độ và nồng độ cơ chất lên quá trình thủy phân chitin bằng lysozyme từ 
lòng trắng trứng gà Hisex Brown để tạo bột oligosaccharide. Hiệu suất của 
quá trình thủy phân ở mỗi nghiệm thức được đánh giá bởi hàm lượng đường 
khử tạo ra theo phương pháp của Schales. Phương trình Lineweaver-Burk 
và Michaelis-Menten cũng được xây dựng nhằm xác định vận tốc cực đại 
(Vmax) và hằng số Michelis Menten (Km). Kết quả cho thấy hàm lượng đường 
khử tạo ra trong quá trình thủy phân bị ảnh hưởng đáng kể bởi thời gian, 
pH, nhiệt độ và nồng độ cơ chất (p < 0,05). Điều kiện thích hợp để thủy 
phân chitin huyền phù bằng lysozyme được xác định ở nhiệt độ 65ºC, pH 5,5 
trong thời gian 12 giờ với hàm lượng cơ chất chitin huyền phù là 0,1 mg/mL. 
Giá trị Vmax và Km trong quá trình thủy phân được ghi nhận có giá trị lần 
lượt là 0,225 µM/phút và 0,022 mg/mL. Sản phẩm của quá trình thủy phân 
được đông khô trong 48 giờ và thu nhận được bột oligosaccharide hòa tan. 

Trích dẫn: Võ Văn Song Toàn, Lê Tấn Hòa, Nguyễn Thị Cẩm Giang, Kim Thị Thu Xương, Trương Thị Thanh 
Tuyền, Lê Ngọc Tuyết, Nguyễn Ngọc Phương Vy, Dương Thị Hương Giang và Trần Nhân Dũng, 
2019. Ứng dụng lysozyme để tạo chế phẩm bột oligosaccharide từ vỏ tôm thẻ chân trắng 
(Litopennaeus vannamei). Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ. 55(Số chuyên đề: Công 
nghệ Sinh học)(1): 111-118. 
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1 GIỚI THIỆU 

Ngành tôm là một trong những ngành hàng mũi 
nhọn đóng góp vào sự phát triển nông nghiệp và 
kinh tế xã hội đất nước. Tôm thẻ chân trắng 
(Litopenaeus vannamei) đang phát triển khá mạnh 
trong thời gian gần đây, diện tích nuôi loài tôm này 
đang mở rộng trong cả nước vì có tốc độ tăng trưởng 
nhanh và khả năng chống chịu tốt với điều kiện môi 
trường. Cùng với sự phát triển nuôi thì quá trình chế 
biến tôm tạo ra khoảng hơn 200.000 tấn phế phẩm 
vỏ tôm (bao gồm tôm thẻ chân trắng và tôm sú) hàng 
năm (Trung and Phuong, 2012). Tuy vậy, vỏ tôm là 
nguồn nguyên liệu tiềm năng trong sản xuất chitin 
và các dẫn xuất có giá trị từ chitin với hoạt tính sinh 
học cao được ứng dụng nhiều trong các lĩnh vực y 
dược, thực phẩm, nông nghiệp. 

Chitin - một polymer sinh học đa dạng có trong 
tự nhiên - là thành phần cấu trúc chính được tìm thấy 
trong vỏ của các loại giáp xác như tôm, cua và ghẹ. 
Với hoạt tính sinh học cao, chitin đang được ứng 
dụng rộng rãi trong thực phẩm, y dược và nông 
nghiệp (Younes and Rinaudo, 2015). Tuy nhiên, do 
là polymer có khối lượng phân tử cao, độ tan thấp ở 
giá trị pH trung tính nên hoạt tính của chitin vẫn còn 
bị hạn chế (Ahmed et al., 2012). Do đó, dạng cấu 
trúc oligomer hay chitin oligosaccharide đang được 
đặc biệt quan tâm do có khả năng tan tốt trong nước 
với nhiều hoạt tính sinh học như chống oxy hóa, 
kháng khuẩn và kháng tế bào ung thư (Jeon et al., 
2000). 

Hiện nay, chitin cũng như chitin oligosaccharide 
chủ yếu được sản xuất bằng phương pháp hóa học. 
Tuy nhiên, phương pháp này tạo ra nhiều sản phẩm 
phụ gây ô nhiễm môi trường (Arbia et al., 2013). 
Trong khi đó, protease (bromelain và papain) với 
khả năng thủy phân protein làm sạch vỏ tôm 
(Mukhin and Novikov, 2001)) và muramidase 
(lysozyme) có khả năng thủy phân liên kết β-(1-4)-
N-acetyl-D-glucosamime trong cấu trúc chitin 
(Nelson and Cox, 2004). Do đó, giải pháp enzyme 
được sử dụng để tạo ra chế phẩm oligosaccharide 
sinh học đồng thời góp phần bảo vệ môi trường. 

2 VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1 Vật liệu 

Vỏ tôm thẻ chân trắng (Litopenaeus vannamei) 
được thu tại Công ty Trách nhiệm Hữu hạn Hải sản 
Việt Hải, Quốc lộ 1 A, xã Long Thạnh, huyện Phụng 
Hiệp, tỉnh Hậu Giang. Trứng gà Hisex Brown được 
mua tại Công ty cổ phần sản xuất kinh doanh vật tư 
và thuốc thú y Vemedim, đường 30 tháng 4, phường 
Xuân Khánh, quận Ninh Kiều, thành phố Cần Thơ. 
Thân khóm (Ananas comosus (L.) Merr) được thu tại 
ấp Thạnh Thắng, xã Hỏa Tiến, thành phố Vị Thanh, 

tỉnh Hậu Giang. Nhựa đu đủ (Carica papaya) được 
thu tại số 223, ấp Nhất A, xã Thạnh Hoà, huyện 
Phụng Hiệp, tỉnh Hậu Giang. 

2.2 Phương pháp 

2.2.1 Chuẩn bị nguyên liệu 

Trích ly lysozyme: Lysozyme được trích ly và 
tinh sạch từ lòng trắng trứng gà theo phương pháp 
của Mai Chí Linh và ctv. (2014) bằng cách sử dụng 
sắc ký trao đổi ion dương SP-Streamline. Phân đoạn 
F1 sau quá trình tinh sạch sẽ được thu, trữ lại và sử 
dụng cho nghiên cứu. 

Nguyên liệu bột chitin: Vỏ tôm được bảo quản 
lạnh chuyển về phòng thí nghiệm, rửa nhanh, để ráo, 
sấy đến trọng lượng không đổi trước khi được 
nghiền mịn bằng máy nghiền mẫu Retsch Miihle 
(Đức) với kích thước lỗ 0,75 mm. Bột chitin thô sau 
khi được loại protein bằng protease thân khóm và 
nhựa đu đủ sẽ được tiếp tục khử khoáng theo quy 
trình sinh học theo phương pháp của Nguyễn Văn 
Thiết và Đỗ Văn Tú (2007). Bột chitin thô được 
chuyển thành dạng chitin huyền phù theo phương 
pháp của Nguyễn Thị Hà (2012). 

2.2.2 Khảo sát nguyên liệu 

Thành phần hóa học cơ bản của vỏ tôm thẻ 
chân trắng 

Bột vỏ tôm được sấy tới trọng lượng không đổi 
để xác định độ ẩm theo phương pháp của AOAC 
(2003). Hàm lượng protein được xác định dựa vào 
phương pháp của Lowry (1951). Hàm lượng chitin 
được xác định bằng phương pháp đo khối lượng còn 
sót lại sau khi xử lý vỏ tôm theo quy trình của Phạm 
Thị Đan Phượng và Trang Sĩ Trung (2012). 

Hoạt tính đặc hiệu của lysozyme 

Hàm lượng protein hòa tan của lysozyme được 
phân tích bằng phương pháp đo quang phổ theo 
Bradford (1976). Hoạt tính của lysozyme được đánh 
giá qua khả năng làm tan tế bào vi khuẩn 
Microccocus lysodeikticus theo phương pháp 
Shugar (1952). Hoạt tính đặc hiệu là tỷ số giữa hoạt 
tính và hàm lượng protein. 

2.2.3 Khảo sát các yếu tố ảnh hưởng lên 
quá trình thủy phân chitin huyền phù tạo 
oligosaccharide bằng lysozyme 

Khảo sát sự ảnh hưởng của thời gian lên quá 
trình thủy phân chitin huyền phù: Thí nghiệm được 
bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên, 3 lần lặp lại. Chitin 
huyền phù (0,1 mg/mL) được thủy phân bằng 
lysozyme lòng trắng trứng (100 μL/mL) trong môi 
trường dung dịch đệm phosphate 0,05M pH 5,5 ở 
nhiệt độ 60oC với các mốc thời gian thủy phân từ 0, 
4, 8, 12, 16, 20 và 24 giờ. 
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Khảo sát sự ảnh hưởng tương tác của pH và nhiệt 
độ lên quá trình thuỷ phân chitin huyền phù: Thí 
nghiệm được bố trí theo thể thức thừa số 2 nhân tố 
(pH và nhiệt độ), 3 mức độ cho nhân tố pH (4,5 - 5,5 
- 6,5) và 4 mức độ đối với nhân tố nhiệt độ (45, 55, 
65 và 75oC).  

Ảnh hưởng của nồng độ cơ chất đến tốc độ phản 
ứng thủy phân chitin huyền phù bằng lysozyme:  Thí 
nghiệm được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên, 3 lần lặp 
lại với 6 mức nồng độ chitin huyền phù (0,005; 0,01; 
0,015; 0,02; 0,025 và 0,03 mg/mL).  

Dịch thủy phân sau khi được ly tâm trong 10 
phút với tốc độ 10.000 vòng/phút sẽ được đông khô 
trong 48 giờ để thu nhận bột oligosaccharide. 

Nồng độ đường khử sinh ra của sản phẩm thủy 
phân và bột oligosaccharide là các oligosaccharide 
hòa tan được xác định theo phương pháp Schales 
(Imoto and Yagishita, 1971). 

2.2.4 Phương pháp xử lý số liệu 

Các số liệu được nhập liệu, lưu trữ, xử lý và vẽ 
hình bằng phần mềm Microsoft Excel 2007. Giá trị 

trung bình, độ lệch chuẩn và sai số chuẩn được tính 
toán bằng phần mềm Stagraphics Centurion 15. 
Trung bình các số liệu giữa các nghiệm thức của thí 
nghiệm được so sánh bằng phân tích phương sai một 
nhân tố ANOVA (One Way Anova) và kiểm định 
LSD với độ tin cậy 95%. 

3 KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Thành phần hóa học vỏ tôm thẻ chân 
trắng và hoạt tính lysozyme  

Hàm lượng protein và chitin của vỏ tôm lần lượt là 
29,5%,  28,1% (Bảng 1). So với hàm lượng protein 
trong các nghiên cứu về vỏ tôm của Brasileiro et al. 
(2012) và Phạm Thị Đan Phượng và Trang Sĩ Trung 
(2012) với các kết quả lần lượt là 12,4% và 24,3% 
thì hàm lượng protein trong nghiên cứu này cao hơn. 
Hàm lượng chitin trong vỏ tôm thẻ chân trắng là 
28,1% và thấp hơn so với nghiên cứu của Phạm Thị 
Đan Phượng và Trang Sĩ Trung (2012) là 29,4%. 
Nhìn chung, các giá trị này chênh lệch không lớn và 
đều thể hiện rằng chitin là một thành phần chính 
chiếm hàm lượng lớn trong vỏ tôm thẻ chân trắng. 

Bảng 1: Thành phần hóa học vỏ tôm thẻ chân trắng và hoạt tính lysozyme 

Nguyên 
liệu 

Vỏ tôm thẻ chân trắng Lysozyme lòng trắng trứng gà Hisex Brown 

Ẩm độ (%) Chitin (%)* Protein  (%)* 
Protein tổng 

(mg) 
Hoạt tính tổng (U) 

Hoạt tính đặc 
hiệu (U/mg) 

Chỉ số 68,8  ± 2,00 28,1 ± 0,337 29,5  ± 0,998 94,54  ± 3,21 2.258.333  ± 90.139 23.891  ± 685 

Ghi chú: *: Các giá trị được tính trên khối lượng vật chất khô 

Hoạt tính đặc hiệu của lysozyme được trích ly và 
tinh sạch từ lòng trắng trứng gà Hisex Brown là 
23.891 U/mg (Bảng 1), thấp hơn so với nghiên cứu 
của Mai Chí Linh và ctv. (2014) là 32.036 U/mg. 
Trong phương pháp thủy phân sinh học chitin bằng 
enzyme, ngoài chitinase là loại enzyme có khả năng 
cắt đặc hiệu với cơ chất chitin thì lysozyme cũng là 
một enzyme tiềm năng có thể được dùng trong quá 
trình thủy phân này (Jeon et al., 2000). Với khả năng 
phân cắt được liên kết β-1,4-glycoside thì việc ứng 
dụng lysozyme sẽ thuận lợi hơn trong quá trình sản 
xuất chitin oligosaccharide khi sản phẩm thu được 
có sản lượng nhiều hơn với mức độ trùng hợp cao 
hơn. 

3.2 Các yếu tố ảnh hưởng lên quá trình 
thủy phân chitin huyền phù tạo oligosaccharide 
bằng lysozyme 

3.2.1 Sự ảnh hưởng của thời gian lên quá 
trình thủy phân chitin huyền phù 

Hàm lượng đường khử tạo ra trong quá trình 
thủy phân chitin huyền phù bằng lysozyme có xu 
hướng tăng dần theo thời gian (Hình 1). Khi thời 
gian thủy phân tăng từ 4 giờ đến 24 giờ thì hàm 
lượng đường khử tăng từ 126 µM đến 150 µM. 

Nguyên nhân là do khi thời gian phản ứng càng dài 
thì lysozyme có khả năng tiếp xúc với lượng cơ chất 
chitin huyền phù càng nhiều, dẫn đến hàm lượng 
đường khử tạo ra tăng dần. Tuy nhiên, quá trình này 
không phải là một quá trình tuyến tính, sau 12 giờ 
thì hàm lượng đường khử đã đạt được giá trị cao 
nhất là 150 µM, khác biệt có ý nghĩa thống kê so với 
nghiệm thức 4 và 8 giờ, sau đó giá trị này tiếp tục 
giữ nguyên ở các mốc 16, 20 và 24 giờ. Kết quả này 
chứng tỏ việc tăng thời gian thủy phân chitin huyền 
phù từ 12 đến 24 giờ sẽ không làm tăng thêm lượng 
sản phẩm do các sản phẩm này đã ức chế khả năng 
hoạt động của lysozyme. Cụ thể, với nghiên cứu của 
Jolleès et al. (1968), lysozyme từ lòng trắng trứng 
gà đã được chứng minh là có thể bị ức chế bởi N-
acetylglucosamine (GlcNAc), dimer GlcNAc-
GlcNAc và các hợp chất có liên quan đến GlcNAc. 

Xu hướng lượng đường khử tăng dần theo thời 
gian cũng đã từng được ghi nhận bởi các nghiên cứu 
của Skujins et al. (1973) và Pangburn et al. (1982) 
khi các nghiên cứu này lần lượt thủy phân chitin 
huyền phù và chitin được deacetyl hóa một phần 
bằng lysozyme. Bên cạnh, với việc sử dụng các mốc 
thời gian thủy phân ngắn (cao nhất là 180 phút), các 
nghiên cứu này vẫn chưa thể hiện rõ được sự ảnh 



Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ  Tập 55, Số chuyên đề: Công nghệ Sinh học (2019)(1): 111-118 

 114 

hưởng của các mốc thời gian lâu hơn lên hoạt tính 
của lysozyme. Chính vì vậy, với hàm lượng đường 
khử được tạo ra cao nhất trong thí nghiệm này (150 

µM), nghiệm thức thời gian thủy phân 12 giờ đã 
được chọn để tiến hành các thí nghiệm tiếp theo. 

 
Hình 1: Ảnh hưởng của thời gian đến hàm lượng đường khử sinh ra của phản ứng thủy phân chitin 

huyền phù bằng lysozyme 

* Ghi chú: CV (%) =2,58.  Các giá trị có cùng ký tự thể hiện sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở mức 5% 

3.2.2 Ảnh hưởng tương tác của pH và nhiệt độ 
lên quá trình thuỷ phân chitin huyền phù 

Hai nhân tố nhiệt độ và pH đều ảnh hưởng độc 
lập và tương tác đến quá trình thủy phân chitin 

huyền phù khi p < 0,05 ở mức độ tin cậy 95%. Theo 
Fleming và Allision (1922), và Sandow (1926), rằng 
nhiệt độ và pH được xem là 2 nhân tố chính ảnh 
hưởng đến cấu trúc, khả năng hoạt động và khả năng 
chịu nhiệt của lysozyme. 

 

Hình 2: Ảnh hưởng của pH và nhiệt độ đến hàm lượng đường khử sinh ra trong quá trình thủy phân 
chitin huyền phù bằng lysozyme  

* Ghi chú: CV(%) = 2,93. Các giá trị có cùng ký tự thể hiện sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở mức 5% 

Quá trình thủy phân chitin huyền phù ở các 
nghiệm thức pH 5,5 thì tạo ra lượng đường khử cao 
hơn so với các nghiệm thức pH 4,5 và pH 6,5 (Hình 
2). Cụ thể, hàm lượng đường khử ở các mốc nhiệt 
độ tại pH 5,5 thì có giá trị nằm trong khoảng 149-
165 µM, trong khi tại pH 4,5 và pH 6,5 thì các giá 
trị này lần lượt nằm trong khoảng 113-149 µM và 

94-114 µM. Như vậy, pH 5,5 là giá trị pH thích hợp 
cho lysozyme để thủy phân chitin huyền phù. Kết 
quả này phù hợp với nghiên cứu của Thammasirirak 
et al. (2001) khi nghiên cứu này cho rằng giá trị pH 
tối ưu cho lysozyme từ lòng trắng trứng gà để thủy 
phân glycol chitin là vào khoảng pH 5. So với giá trị 
pH thích hợp để thủy phân thành peptidoglycan ở vi 
khuẩn là khoảng 6,2 (Smolelis and Hartsell, 1951) 
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thì lysozyme cần một môi trường có tính acid hơn 
để thủy phân các liên kết β-1,4-glycoside của cấu 
trúc chitin. Tóm lại, pH là nhân tố ảnh hưởng trực 
tiếp đến mức độ ion hóa, cấu trúc và tính ổn định 
của trung tâm hoạt động cũng như ái lực liên kết 
giữa cơ chất và enzyme, vì thế các enzyme cũng như 
lysozyme đều cần môi trường pH thích hợp đối với 
từng loại cơ chất khác nhau. 

Tại giá trị pH 5,5, khi tăng dần nhiệt độ từ 45oC 
đến 65oC thì hàm lượng đường khử tạo ra tăng dần 
và đạt giá trị cao nhất tại nhiệt độ 65oC (165 µM), 
khác biệt có ý nghĩa thống kê so với các nghiệm thức 
còn lại (Hình 2) và vận tốc phản ứng thủy phân 
chitin huyền phù của lysozyme tăng dần theo nhân 
tố nhiệt độ. Tuy nhiên, khi nhiệt độ được tăng đến 
75oC thì hàm lượng đường khử tạo ra lại giảm xuống 
còn 158 µM. Nguyên nhân là do ở nhiệt độ quá cao 
thì lysozyme có thể bị biến tính dẫn đến tốc độ phản 
ứng thủy phân giảm dần, tương tự như phát hiện của 
Fleming và Allision (1922) khi nghiên cứu này gây 
bất hoạt lysozyme ở nhiệt độ 75oC. 

Một xu hướng khác, các nghiệm thức pH 4,5, 
hàm lượng đường khử có xu hướng tăng dần theo 
nhiệt độ và duy trì ở giá trị khoảng 149 µM tại 65oC 
và 75oC. Xu hướng kết quả này cũng đã được ghi 
nhận trong nghiên cứu của Thammasirirak et al. 
(2001) khi hoạt tính thủy phân chitin của lysozyme 
đạt giá trị cao nhất tại khoảng 65 - 75oC trong môi 
trường pH 4,75. Theo Smolelis and Hartsell (1951) 
lysozyme có khả năng chịu nhiệt tốt hơn khi được 
hòa tan trong môi trường đệm có tính acid và 
enzyme này chỉ bị mất hoàn toàn hoạt tính ở nhiệt 
độ cao khi giá trị pH lớn hơn 7. Do đó, so với các 
nghiệm thức ở pH 4,5 và pH 5,5 thì lysozyme ở môi 
trường pH 6,5 có khả năng chịu nhiệt kém hơn, dẫn 
đến hàm lượng đường khử tạo ra ở vùng pH này 
giảm dần sau mốc nhiệt độ 65oC. 

Những kết quả trên cho thấy, để đảm bảo 
lysozyme có thể thủy phân tốt chitin huyền phù, 
nghiệm thức pH 5,5 ở nhiệt độ 65oC đã được chọn 
để tiến hành các thí nghiệm tiếp theo của nghiên 
cứu. 

3.2.2 Ảnh hưởng của nồng độ cơ chất chitin 
huyền phù lên hoạt tính lysozyme 

Khi tăng dần nồng độ cơ chất chitin huyền phù, 
vận tốc thủy phân của lysozyme tăng dần và đạt giá 
trị cao nhất là 0,2150 µM/phút tại nồng độ 0,1 
mg/mL (Hình 3), khác biệt có ý nghĩa thống kê so 

với các nghiệm thức có nồng độ cơ chất từ 0,01 đến 
0,05 mg/mL. Tuy nhiên, khi tiếp tục tăng nồng độ 
cơ chất từ 0,1 mg/mL đến 0,3 mg/mL thì hoạt tính 
lysozyme gần như không tăng thêm khi vận tốc thủy 
phân ở các nghiệm thức này khác biệt không có ý 
nghĩa về mặt thống kê. Nguyên nhân do khi nồng độ 
cơ chất thấp, lượng lysozyme có trong phản ứng sẽ 
ngay lập tức kết hợp với các cơ chất để tạo thành 
phức chất “enzyme-cơ chất” rồi bắt đầu thủy phân 
tạo sản phẩm. Vận tốc thủy phân sẽ đạt được giá trị 
cực đại khi toàn bộ lượng enzyme liên kết được với 
cơ chất và vận tốc này sẽ không tăng thêm dù lượng 
cơ chất có được bổ sung tiếp tục (Michaelis and 
Menten, 1913). 

Sự ảnh hưởng của nồng độ cơ chất chitin huyền 
phù lên tốc độ thủy phân của lysozyme được thể 
hiện ở Hình 3 theo 2 phương trình Lineweaver-Bur 
và Michaelis-Menten. Có thể thấy rằng, nồng độ cơ 
chất chitin huyền phù và tốc độ thủy phân của 
lysozyme có mối tương quan chặt chẽ với nhau khi 
hệ số R2 ở phương trình Lineweaver-Bur có giá trị 
là 0,965. Vận tốc thủy phân của lysozyme phụ thuộc 
rất nhiều vào nồng độ chitin huyền phù có trong 
phản ứng. Ngoài ra, tốc độ thủy phân của lysozyme 
còn được biểu diễn dưới dạng một hàm của nồng độ 
cơ chất với hình dạng đường cong theo phương trình 
Michaelis-Menten (Hình 3B), tuân theo phản ứng 
bậc một (first order kinetic) ở các nghiệm thức có 
nồng độ cơ chất thấp và phản ứng bậc không (zero 
order kinetic) ở các nghiệm thức có nồng độ cơ chất 
cao. Giá trị vận tốc cực đại (Vmax) và  hằng số 
Michelis Menten (Km) trong quá trình thủy phân 
chitin huyền phù được ghi nhận có giá trị lần lượt là 
0,225 µM/phút và 0,022 mg/mL. So với nghiên cứu 
của Pangburn et al. (1982) về quá trình thủy phân 
của lysozyme trên cơ chất chitin được khử một phần 
gốc acetyl (partially deacetyled chitin) thì tốc độ 
phản ứng thủy phân của lysozyme trên cơ chất chitin 
huyền phù được thể hiện trong nghiên cứu này chậm 
hơn. Nguyên nhân có thể là do tính chất khác nhau 
của 2 loại cơ chất. Trong khi chitin huyền phù là 
dạng chitin có khối lượng phân tử nhỏ lơ lửng trong 
môi trường phản ứng thì chitin được khử một phần 
gốc acetyl là dẫn xuất của chitin có khả năng hòa tan 
được trong nước. Do đó, cơ chất này đã hỗ trợ tích 
cực cho quá trình thủy phân của lysozyme. 

Những kết quả trên, với vận tốc thủy phân cực 
đại là 0,225 µM/phút, nồng độ chitin huyền phù 0,1 
mg/mL được xem là nồng độ thích hợp cho quá trình 
thủy phân chitin huyền phù bằng lysozyme. 
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B 

Hình 2: Sự phụ thuộc tốc độ phản ứng của lysozyme vào nồng độ cơ chất chitin huyền phù theo 
phương trình Lineweaver-Burk (A) và Michaelis-Menten (B) 

* Ghi chú: CV (%) = 7,69 

Sản phẩm thủy phân được đông khô 48 giờ thu 
được bột chitin oligosaccharide dưới dạng bột màu 
trắng. Kết quả đánh giá cảm quan cho thấy, bột 
chitin oligosaccharide nhẹ, mịn và có thể tan được 
trong nước. Kết quả mô tả này phù hợp với nghiên 
cứu của Ngo et al. (2009) khi nghiên cứu này đã tiến 

hành sản xuất bột chitin oligosaccharide với các 
khối lượng phân tử khác nhau từ chitin công nghiệp. 
Với khả năng vượt trội hơn so với chitin là có thể 
hòa tan được trong nước, Jeon et al. (2000) cho rằng 
chitin oligosaccharide sẽ phá vỡ đi giới hạn trong 
ứng dụng của chitin đối với các lĩnh vực khác, đặc 
biệt là trong y dược. 

Vmax = 0,225 µM/phút 

Km = 0,022 mg/mL 



Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ  Tập 55, Số chuyên đề: Công nghệ Sinh học (2019)(1): 111-118 

 117 

 

Hình 4: Bột vỏ tôm (A); chitin (B) và chitin oligosaccharide (C) 

4 KẾT LUẬN 

Điều kiện thích hợp để thủy phân chitin huyền 
phù bằng lysozyme để tạo chế phẩm oligosaccharide 
là ở nhiệt độ 65ºC, pH 5,5 trong thời gian 12 giờ. 
Vận tốc thủy phân chitin huyền phù với nồng độ 0,1 
mg/mL của lysozyme lòng trắng trứng gà đạt vận 
tốc cực đại là 0,225 µM/phút, và giá trị hằng số Km 
đạt được là 0,022 mg/mL. 
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