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TÓM TẮT 

Chitosanase thủy phân chitosan thành chitosan oligosaccharide (COS) có ứng dụng rất lớn 
trong sản xuất. Mục tiêu của đề tài là lựa chọn được chủng xạ khuẩn có khả năng sinh tổng hợp 
chitosanase cao, từ đó chọn lựa điều kiện tốt nhất để sản xuất chitosanase. Trong 4 chủng xạ khuẩn 
(Streptomyces griceus) có khả năng sinh tổng hợp chitosanase, chủng NN2 có khả năng sinh tổng 
hợp chitosanase cao nhất đã được tuyển chọn. Từ đường cong sinh trưởng của chủng NN2 đã chọn 
thời điểm tiếp giống thích hợp là khoảng 36 h sau khi nuôi ở môi trường hoạt hóa. Môi trường nuôi 
cấy thích hợp để sinh tổng hợp chitosanase của chủng NN2 đã được chọn lựa, là môi trường thay thế 
MT3 ( có thành phần rỉ đường là 3%), pH = 6,0, thời gian nuôi cấy là 3 ngày. So sánh hai phương pháp 
làm sạch bước đầu enzyme là tủa muối amoni sunfate và tủa ethanol cho thấy phương pháp tủa muối 
amoni sunfate tốt hơn và phân xuất 50 - 70% cho hiệu quả làm sạch cao nhất, mức độ làm sạch là 1.8 
lần, hoạt tính riêng của enzyme là 201,9 U/ml. 

Từ khoá: Chitosan, chitosan oligosaccharide, Chitosanase, Streptomyces griceus. 

SUMMARY 
Chitosanase hydrolyzes chitosan to produce chitosan oligosaccharide (COS) which is applied 

widely in industry. To select the best train of microorganisms and optimal conditions to produce 
chitosanase was the purpose of the present study. Strain NN2 of Streptomyces griceus was found the 
best to produce chitosanase among the strains isolated. Based on the cell growth curve, the time to 
reculture the strain should be afterabout 36 hours in  activatedculture. The best culture medium 
composition for the highest level of chitosanase was obtained with 0.3% molasses at a pH of 6.0, 37oC 
and 3 days of fermentation. Comparing two methods to partly purify chitosanase, viz. precipitating 
with ethanol and with amonium sunfate showed that amonium sunfate preciption was better and the 
optimal of concentration of amonium sulfate was 50 - 70%, which resulted in 1.8 fold purification and a 
chitosanase specific activity of 201.9 U/mg. 

Key words: Chitosanase, Chitosan, culture medium, purification, Streptomyces griceus.  

1. §ÆT VÊN §Ò 
Chitosan lμ mét polysaccharide cao 

ph©n tö, m¹ch th¼ng, cÊu t¹o tõ c¸c m¾t 
xÝch D-glucosamine liªn kÕt víi nhau bëi c¸c 
liªn kÕt D-1-4-glycoside. Trong tù nhiªn, 
chitosan ®−îc t×m thÊy trong thμnh tÕ bμo 

cña nÊm thuéc líp Zygomycetes, trong chÊt 
Chlorophycean cña t¶o Chlorella sp. vμ trong 
líp biÓu b× c¸c loμi c«n trïng (Nogawa vμ cs. 
(1998), Shimosaka vμ cs. (1995), Zhou vμ cs. 
(2008)). Ngoμi ra, chitosan còng ®−îc t¹o ra 
tõ qu¸ tr×nh deacetyl hãa chitin. Chitosan 
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øng dông v« cïng réng r·i trong c«ng 
nghiÖp, thùc phÈm, m«i tr−êng, c«ng nghÖ 
sinh häc, mü phÈm, y häc vμ d−îc phÈm… 
(Cao Minh HËu, 2006; Choi vμ cs., 2004). 
Trong nh÷ng n¨m gÇn ®©y, chitosan 
oligosaccharide (COS) rÊt ®−îc quan t©m do 
cã nhiÒu c¸c tÝnh n¨ng c«ng nghÖ vμ tÝnh 
n¨ng sinh häc nh− kh¶ n¨ng kh¸ng vi sinh 
vËt, gi¶m cholesterol, miÔn dÞch vμ kh¸ng 
ung th− (Wang vμ cs., 2007). Sö dông 
ph−¬ng ph¸p enzyme ®Ó s¶n xuÊt COS ®· 
kh¾c phôc c¸c nh−îc ®iÓm cña ph−¬ng ph¸p 
hãa häc nh− ph¶i sö dông l−îng acid lín, s¶n 
l−îng thÊp vμ chÊt l−îng cña COS kh«ng 
cao. Enzyme chitosanase thñy ph©n liªn kÕt 
β-(1-4)-glycoside cña chitosan thμnh COS, nã 
®−îc t×m thÊy tõ: vi khuÈn, x¹ khuÈn, nÊm, 
virus, s©u bä, c«n trïng vμ mét sè loμi thùc 
vËt, hiÖn nay nguån cung cÊp chñ yÕu lμ vi 
khuÈn, x¹ khuÈn vμ nÊm. 

Sù sinh tæng hîp chitosanase phô thuéc 
vμo nhiÒu yÕu tè nh−: nguån C, N, chitosan, 
pH, nhiÖt ®é, thêi gian nu«i cÊy... (Ph¹m ThÞ 
Tr©n Ch©u vμ Phan TuÊn NghÜa, 2007; Yoon 
vμ cs., 2001; Zhou vμ cs., 2008). Nghiªn cøu 
nμy ®· lùa chän ®−îc chñng x¹ khuÈn NN2 cã 
kh¶ n¨ng sinh tæng hîp cao chitosanase, b−íc 
®Çu nghiªn cøu c¸c ®iÒu kiÖn nu«i cÊy trong 
®ã sö dông rØ ®−êng 3% lμm nguån c¬ chÊt 
thay thÕ, thùc hiÖn lμm s¹ch b−íc ®Çu enzyme 
b»ng amoni sunfate ph©n xuÊt 50 - 70%.  

2. NGUY£N LIÖU Vμ PH¦¥NG PH¸P 

2.1. Nguyªn liÖu 

Chitosan (96% acetyl hãa), agar, 
peptone, cao thÞt, c¸c hãa chÊt NaCl, NaOH, 
HCl, Na2SO3, Na2HPO4, NaH2PO4, 
dinitrosalicylic acid, acetic acid, phenol, 
potassium sodium tartrate, cån (Trung 
Quèc) lμ ho¸ chÊt cã ®é s¹ch PA. 

2.2. C¸c chñng x¹ khuÈn 

Ba chñng x¹ khuÈn Streptomyces griceus, 
kÝ hiÖu NN1, NN2, NN3 vμ HS1 ®−îc ph©n 
lËp vμ tuyÓn chän do Bé m«n Ho¸ sinh - 

CNSH Khoa C«ng nghÖ thùc phÈm, Tr−êng 
§¹i häc N«ng nghiÖp Hμ Néi trªn m«i tr−êng 
thö ho¹t tÝnh (agar 2%, chitosan 0,2 %). 

2.3. B¶o qu¶n vμ gi÷ gièng 

C¸c chñng x¹ khuÈn ®−îc cÊy truyÒn 
vμo m«i tr−êng th¹ch nghiªng vμ nu«i cÊy ë 
tñ Êm 370C, b¶o qu¶n ë  3 - 4oC, sau 2 - 3 
tuÇn cÊy truyÒn l¹i mét lÇn. M«i tr−êng cÊy 
truyÒn gåm: Manitol 1%, peptone 0,2%, cao 
thÞt 0,1%, cao men 0,1%, K2HPO4 0,15%, 
MgSO4.7H2O 0,05%, KNO3 0,05%, 
FeSO4.7H2O 0,001%, KCl 0,05%, (NH4)2SO2 

0,05%, tinh bét tan 2%, agar 2%, n−íc cÊt. 

2.4. Nu«i cÊy 

C¸c chñng x¹ khuÈn ®−îc nu«i cÊy trong 
c¸c b×nh tam gi¸c 250 ml. CÊy mÉu gièng ®· 
ho¹t ho¸ (ho¹t hãa 1 vßng que cÊy trong 5ml 
m«i tr−êng ho¹t ho¸) vμo m«i tr−êng nu«i 
cÊy (Manitol 1%, peptone 0,2%, cao thÞt 
0,1%, cao men 0,1%, K2HPO4 0,15%, 
MgSO4.7H2O 0,05%, KNO3 0,05%, 
FeSO4.7H2O 0,001%, KCl 0,05%, (NH4)2SO2 
0,05%, tinh bét tan 2%, chitosan 2%, n−íc 
cÊt), chÕ ®é l¾c 200 rpm, 37 oC trong 2 ngμy. 

2.5. X¸c ®Þnh ®−êng cong sinh tr−ëng cña 
       chñng x¹ khuÈn 

TiÕn hμnh nu«i chñng x¹ khuÈn trong 
m«i tr−êng láng (m«i tr−êng nu«i cÊy). Cø 
sau 6 h l¹i lÊy dÞch nu«i cÊy ®em ®o ®é hÊp 
thô quang häc (Absorbance) ë b−íc sãng 620 
nm (A620). §−êng cong sinh tr−ëng ®−îc x¸c 
®Þnh chÝnh lμ sù thay ®æi cña ®é hÊp thô 
quang häc trong qu¸ tr×nh nu«i cÊy. 

2.6. X¸c ®Þnh c¸c ®iÒu kiÖn tèi −u cho sù 
      sinh tæng hîp chitosanase 

Chñng x¹ khuÈn ®−îc lùa chän sÏ nu«i 
cÊy trong c¸c b×nh tam gi¸c chøa 100ml m«i 
tr−êng ë c¸c m«i tr−êng MT0, MT1,MT2, 
MT3, MT4 vμ MT5, lμ m«i víi nång ®é rØ 
®−êng t−¬ng øng tõ 0%, 1%,…,5%, pH tõ 5-
7, thêi gian 1-4 ngμy. Sau khi chän ®−îc ®iÒu 
kiÖn tèt nhÊt, thùc hiÖn nu«i cÊy víi thÓ tÝch 
300 ml. 
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2.7. X¸c ®Þnh ®−êng kÝnh vßng ph©n gi¶i  
      cña enzyme (ph−¬ng ph¸p ®ôc lç 
      th¹ch) 

Sau khi dõng nu«i cÊy, ly t©m, lÊy 50 l 
dÞch thu ®−îc nhá vμo c¸c lç th¹ch trªn ®Üa 
petri cã m«i tr−êng agar-chitosan, ®Ó tñ l¹nh 
trong 2 h, ñ tñ Êm 37oC. Sau 24 h, ®æ lugol 
vμ quan s¸t vßng ph©n gi¶i.  

2.8. Thu nhËn vμ lμm s¹ch enzyme 

Ly t©m dÞch nu«i cÊy víi tèc ®é 6000 
rpm ë 4oC, thu l¹i phÇn dÞch trong - dÞch 
enzyme th«. C« ®Æc dung dÞch enzyme th« 
b»ng ph−¬ng ph¸p sÊy ®«ng kh«, sau ®ã thùc 
hiÖn t¸ch enzyme b»ng ph−¬ng ph¸p tña 
ph©n ®o¹n protein b»ng ethanol vμ muèi 
amoni sunfate. C¸c ph©n ®o¹n thu ®−îc tiÕn 
hμnh x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh enzyme vμ hμm 
l−îng protein, tõ ®ã lùa chän ph−¬ng ph¸p cã 
hiÖu qu¶ cao h¬n. 

2.9. X¸c ®Þnh ho¹t tÝnh enzyme Chitosanase 
       (ph−¬ng ph¸p DNS)  

Ho¹t tÝnh chitosanase ®−îc x¸c ®Þnh 
th«ng qua l−îng ®−êng khö t¹o ra khi 
chitosanase thñy ph©n chitosan gi¶i phãng 
ra. LÊy 1 ml dÞch enzyme cho vμo 2 èng, ë 
èng ®èi chøng thªm 100 l dung dÞch NaOH 
10N ®Ó bÊt ho¹t enzyme. Sau ®ã, thªm vμo 
mçi èng 2 ml dung dÞch chitosan 0,2%. §Æt 2 
èng ë 500C trong 30 phót. Sau ®ã, nhá 100 l 
NaOH 10N vμo èng thÝ nghiÖm ®Ó dõng 
ph¶n øng. Thªm vμo mçi èng nμy 3 ml DNS, 
råi ®Æt vμo bÓ æn nhiÖt 90oC trong 5 - 10 
phót, nhá vμo mçi èng 1 ml dung dÞch Kali 
natri tartrate 40%, ®Ó nguéi ®Õn nhiÖt ®é 
phßng vμ ®o A575. Ho¹t tÝnh enzyme ®−îc 
tÝnh theo ®−êng chuÈn D-glucosamin. Mét 
®¬n vÞ ho¹t tÝnh enzyme chitosanase lμ l−îng 
enzyme cÇn thiÕt xóc t¸c ph¶n øng thuû 
ph©n Chitosan ®Ó gi¶i phãng ra 1 mol ®−êng 
khö trong thêi gian 1 phót ë c¸c ®iÒu kiÖn 
tiªu chuÈn cña ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch. 

2.10. X¸c ®Þnh hμm l−îng protein theo 
         ph−¬ng ph¸p Bradford   

LÊy 0,1 ml dung dÞch protein cÇn x¸c 
®Þnh, thªm 5 ml dung dÞch thuèc nhuém 
Coomasie Blue G250, trén ®Òu, so mμu trªn 
m¸y quang phæ ë b−íc sãng 595 nm. Mçi 
mÉu ®−îc lμm lÆp l¹i 3 lÇn. TÝnh hμm l−îng 
protein cña mÉu theo ®−êng chuÈn. 

3. KÕT QU¶ Vμ TH¶O LUËN 

3.1. Ho¹t tÝnh cña chitosanase tõ c¸c chñng 
       x¹ khuÈn 

Nu«i cÊy c¶ 4 chñng trªn m«i tr−êng 
MT0. Thu dÞch th« enzyme råi thö ho¹t tÝnh 
b»ng ph−¬ng ph¸p ®ôc lç th¹ch vμ x¸c ®Þnh 
ho¹t tÝnh b»ng ph−¬ng ph¸p DNS. KÕt qu¶ 
tr×nh bμy ë b¶ng 1 vμ h×nh 1. KÕt qu¶ cho 
thÊy 4 chñng x¹ khuÈn ®Òu cã kh¶ n¨ng sinh 
chitosanase, nh−ng kh¸c nhau vÒ ho¹t tÝnh. 
Trong sè 4 chñng nghiªn cøu chñng NN2 cã 
kh¶ n¨ng sinh tæng hîp cao chitosanase vμ 
kh¸c nhau cã ý nghÜa víi c¸c chñng cßn l¹i. 

3.2. X¸c ®Þnh ®−êng cong sinh tr−ëng cña 
       chñng x¹ khuÈn SG2 

Tõ h×nh 2 cho thÊy, tõ 0 - 18 h ®Çu nu«i 
cÊy trªn c¶ hai m«i tr−êng sè l−îng tÕ bμo 
NN2 t¨ng lªn rÊt chËm, ®©y lμ thêi gian 
t−¬ng øng víi pha lag trong chu k× sinh 
tr−ëng vμ ph¸t triÓn cña vi sinh vËt. Tõ 18 - 
30 h, chñng NN2 sinh tr−ëng vμ ph¸t triÓn 
nhanh chãng t−¬ng øng víi pha log, ®Õn cuèi 
pha nμy ë MT0 sau 30 h th× ®é hÊp thô quang 
®¹t cùc ®¹i lμ 1,57 nh−ng MT2 th× sè l−îng tÕ 
bμo tiÕp tôc t¨ng sau 6 h n÷a tøc lμ sau 36 h 
víi ®é hÊp thô quang cùc ®¹i lμ 2,071. Sau ®ã 
sè l−îng tÕ bμo t−¬ng ®èi æn ®Þnh ®Õn 42 h vμ 
kho¶ng thêi gian tõ 36 - 42 h ®−îc coi lμ 
t−¬ng øng víi pha æn ®Þnh. Tõ 42 h trë ®i th× 
®é hÊp thô quang cã xu h−íng gi¶m dÇn, sù 
sinh tr−ëng vμ ph¸t triÓn cña SG2 tiÕn vμo 
pha tö vong. 

Nh− vËy, dùa trªn ®−êng cong sinh 
tr−ëng, ta x¸c ®Þnh ®−îc thêi ®iÓm tiÕp gièng 
tèt nhÊt lμ kho¶ng 36 h cña m«i tr−êng ho¹t 
hãa hoÆc nh©n gièng. 
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B¶ng 1 §Æc ®iÓm vßng ph©n gi¶i c¬ chÊt cña chitosanase tõ 4 chñng x¹ khuÈn 

Tên chủng Đườngkính 
(mm) Đặc điểm 

NN1 33 Rất mờ 

NN1 36 Sáng, rõ ràng 

NN3 18 Tương đối sáng 

HS1 23 Mờ 

 

 

Vßng ph©n gi¶i c¬ cña chitosanase tõ chñng NN2 

 
 
                                                                                                                                                               
 
 
 
 
 
 

H×nh 1. Kh¶ n¨ng sinh chitosanase tõ 4 chñng x¹ khuÈn 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

H×nh 2. §−êng cong ®éng häc cña chñng NN2 trªn m«i tr−êng MTO vμ MT2 
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3.3. ¶nh h−ëng cña m«i tr−êng nu«i cÊy 

Khi sö dông m«i tr−êng MT1, MT2, MT3 
ho¹t tÝnh chitosanase t¨ng, ®Æc biÖt lμ MT2 vμ 
MT3, ®iÒu nμy chøng tá m«i tr−êng rØ ®−êng 
rÊt thÝch hîp víi sù sinh tr−ëng vμ ph¸t triÓn 
cña SG2. Khi so s¸nh gi÷a MT2 vμ MT3 th× sù 
sai kh¸c vÒ ho¹t tÝnh cña chitosanase lμ kh«ng 
cã nghÜa, do vËy chóng t«i quyÕt ®Þnh sö dông 
c¶ 2 m«i tr−êng nμy ®Ó kh¶o s¸t c¸c ®iÒu kiÖn 

nu«i cÊy tiÕp theo (H×nh 3). 

3.4. ¶nh h−ëng cña pH m«i tr−êng nu«i cÊy 

Trªn c¶ hai m«i tr−êng th× ¶nh h−ëng 
cña pH rÊt râ rÖt tíi kh¶ n¨ng sinh tæng hîp 
chitosanase vμ khi pH m«i tr−êng b»ng 6 th× 
cho ho¹t tÝnh chitosanase lμ cao nhÊt, víi 
MT2 ho¹t tÝnh lμ 1,57 U/ml vμ MT3 lμ 1,56 
U/ml, nh− vËy pH = 6 lμ pH tèi −u cho viÖc 
sinh tæng hîp chitosanase (H×nh 4 vμ 5). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

H×nh 3. ¶nh h−ëng cña m«i tr−êng ®Õn kh¶ n¨ng sinh chitosanase cña SG2 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 4. ¶nh h−ëng cña pH m«i tr−êng nu«i                    H×nh 5. ¶nh h−ëng cña pH m«i tr−êng nu«i  
  cÊy trªn MT2 ®Õn ho¹t tÝnh chitosanase                      cÊy trªn MT3 ®Õn ho¹t tÝnh chitosanase 
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3.5. ¶nh h−ëng cña thêi gian nu«i cÊy 

Khi nu«i NN2 trªn MT2 th× ®Õn ngμy 
nu«i cÊy thø hai chitosanase cã ho¹t tÝnh cao 
nhÊt cßn ®èi víi m«i tr−êng MT3 lμ sang 
ngμy thø ba. Tuy nhiªn hai gi¸ trÞ cùc ®¹i 
nμy lμ kh¸c nhau, trªn MT2 lμ 1.157 U/ml 
cßn MT3 lμ 1.475 U/ml (H×nh 6 vμ 7). Nh− 
vËy viÖc sö dông m«i tr−êng MT3 víi 3 ngμy 

nu«i cÊy cho kh¶ n¨ng chitosanase cao h¬n. 
Tõ nh÷ng kÕt qu¶ ®· ®¹t ®−îc, ®iÒu kiÖn 
nu«i cÊy ®−îc chän lùa nh− sau:  

- M«i tr−êng nu«i cÊy: MT3 
- pH m«i tr−êng nu«i cÊy: 6 
- Thêi gian nu«i cÊy: 3 ngμy 
- NhiÖt ®é nu«i cÊy: 37oC 
- ChÕ ®é l¾c: 200 rpm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

  H×nh 6. ¶nh h−ëng cña thêi gian nu«i              H×nh 7. ¶nh h−ëng cña thêi gian nu«i  
cÊy trªn MT2 ®Õn ho¹t tÝnh chitosanase         cÊy trªn MT3 ®Õn ho¹t tÝnh chitosanase 

3.6. Nu«i cÊy vμ thu nhËn enzyme 
Thùc hiÖn nu«i cÊy NN2 víi c¸c ®iÒu 

kiÖn nu«i cÊy nh− trªn, sau thêi gian nu«i 
cÊy, ly t©m, thu dÞch enzyme th« vμ c« ®Æc 
b»ng sÊy ®«ng kh« ®Õn khi thÓ tÝch cña 
dÞch enzyme th« cßn 1/4, ho¹t tÝnh vμ nång ®é 
 

 

 

 

 

protein thay ®æi (B¶ng 2). 
KÕt qu¶ b¶ng 2 cho thÊy nång ®é protein 

vμ ho¹t tÝnh cña chitosanase rÊt phï hîp víi 
hÖ sè c« ®Æc. Tuy nhiªn, ho¹t tÝnh riªng cña 
enzyme còng bÞ gi¶m kho¶ng 15 % so víi 
dÞch enzyme tr−íc khi c« ®Æc. 

 

B¶ng 2. KÕt qu¶ cña qu¸ tr×nh c« ®Æc b»ng ph−¬ng ph¸p sÊy ®«ng kh« 

Dịch enzyme 
Hoạt tính 

(U/ml) 
Nồng độ protein 

(mg/ml) 
Hoạt tính riêng 

(U/mg) 

Trước cô đặc 

Cô đặc 

1,335 

4,408 

0,0102 

0,0396 

130,9 

111,3 
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3.7. Tña ph©n ®o¹n enzyme b»ng amoni 
       sulfate vμ cån ethylic 

§èi víi ph−¬ng ph¸p tña cån ethylic ph©n 
®o¹n enzyme thu ®−îc cã ho¹t tÝnh riªng cao 
nhÊt lμ ph©n ®o¹n 40 - 50% vμ 50 - 60% cån, 
tuy nhiªn khi so s¸nh hiÖu qu¶ ph©n t¸ch 
gi÷a c¸c ph©n ®o¹n lμ kh«ng cao, ®iÒu nμy 
cho thÊy kh¶ n¨ng lμm s¹ch cho chitosanase 
b»ng viÖc tña cån lμ kh«ng hiÖu qu¶. 

§èi víi ph−¬ng ph¸p tña ph©n ®o¹n 
b»ng muèi amoni sunphate cho thÊy hiÖu 
qu¶ ph©n ®o¹n enzyme cao h¬n, ho¹t tÝnh 
riªng gi÷a c¸c ph©n ®o¹n kh¸c nhau rÊt râ 

rμng. Trong c¸c ph©n ®o¹n th× ph©n ®o¹n cã 
nång ®é muèi 50 - 60% vμ 60 - 70% cho ho¹t 
tÝnh riªng cña chitosanase lμ cao nhÊt, 186 
vμ 177,6 U/mg (B¶ng 3 vμ 4). 

Dùa trªn nh÷ng kÕt qu¶ trªn, ph−¬ng 
ph¸p tña muèi amoni sunphate ®· ®−îc lùa 
chän ®Ó t¸ch enzyme chitosanase trong dÞch 
enzyme th«, ph©n ®o¹n ®−îc lùa chän lμ 50 - 
70% muèi (B¶ng 5). Nh− vËy, enzyme thu 
®−îc trong ph©n ®o¹n 50 - 70% muèi amon 
sulfate cho ho¹t tÝnh riªng cao h¬n rÊt nhiÒu 
so víi ho¹t tÝnh riªng cña enzyme trong dÞch 
th« ban ®Çu. Møc ®é lμm s¹ch lμ 1,8 lÇn.  

B¶ng 3. Ho¹t tÝnh Chitosanase ë c¸c ph©n xuÊt tña b»ng cån ethylic 

Phân đoạn Hoạt tính tổng 
(U) 

Protein tổng 
(mg) 

Hoạt tính riêng 
(U/mg) 

0 – 30 4,430 0,072 61,2 

30 – 40 2,328 0,023 101,0 

40 – 50 1,938 0,015 129,2 

50 – 60 1,852 0,015 123,5 

60 – 70 1,951 0,017 114,8 

70 – 80 1,696 0,028 60,6 

B¶ng 4. Ho¹t tÝnh chitosanase ë c¸c ph©n xuÊt tña b»ng (NH4)2SO4 

Phân đoạn Hoạt tính tổng 
(U) 

Protein tổng 
(mg) 

Hoạt tính riêng 
(U/mg) 

0 – 30 1,730 0,087 19,9 

30 – 40 1,639 0,032 51,2 

40 – 50 1,710 0,025 68,4 

50 – 60 3,534 0,019 186,0 

60 – 70 2,664 0,015 177,6 

70 – 80 1,776 0,033 53,8 

B¶ng 5. Ho¹t tÝnh chitosanase tña b»ng muèi amoni sunphate ë ph©n ®o¹n 50 - 70% 

Phân đoạn Thể tích 
(ml) 

Hoạt tính tổng 
(U) 

Protein tổng 
(mg) 

Hoạt tính riêng 
(U/mg) 

0 – 50 
50 – 70 
70 – 80 
Ban đầu 

10 
10 
10 
40a 

  1,878 
  5,048 
  1,778 
44,068 

0,129 
0,025 
0,034 
0,396 

  14,6 
201,9 
  52,3 
111,3 

               (a : tính theo dịch thô ban đầu) 
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4. KÕT LUËN 
Trªn c¬ së c¸c kÕt qu¶ nghiªn cøu thu 

®−îc, chóng t«i ®i ®Õn nh÷ng kÕt luËn: 
- Trong 4 chñng x¹ khuÈn cã kh¶ n¨ng 

sinh tæng hîp chitosanase ®· kh¶o s¸t lμ 
NN1, NN2, NN3 vμ HS14 th× chñng NN 2 cã 
kh¶ n¨ng sinh tæng hîp chitosanase cã ho¹t 
tÝnh cao nhÊt. 

- Thêi ®iÓm tiÕp gièng thÝch hîp cho NN2 
trong qu¸ tr×nh nu«i cÊy lμ kho¶ng 36 h sau 
khi nu«i ë m«i tr−êng ho¹t hãa. C¸c ®iÒu kiÖn 
nu«i cÊy thÝch hîp cho NN2 sinh tæng hîp cao 
chitosanase lμ: m«i tr−êng MT3 (cã thμnh 
phÇn rØ ®−êng lμ 3%), pH = 6,0, thêi gian nu«i 
cÊy lμ 3 ngμy. 

- Trong qu¸ tr×nh thu nhËn vμ lμm s¹ch 
enzyme th× ph−¬ng ph¸p tña muèi amoni 
sunphate cho hiÖu qu¶ cao h¬n so víi ph−¬ng 
ph¸p tña b»ng cån ethylic, nång ®é muèi 
amoni sunphate thÝch hîp cho tña ph©n 
®o¹n thu håi chitosanase lμ 50 - 70%, møc ®é 
lμm s¹ch lμ 1.8 lÇn. 
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