TOM TAT CAC QUY TRINH KY THUAT LY TRICH, TINH CHE VA
BAO QUAN ENZYME

1. Phwong phap trich enzyme co két tiia bing (NH,),S0,

Phuong phap trich enzyme bing dung dich dém c6 két tia bang mubdi
(NH4),SO4 60% bao hoa cho hiéu qua tét trong viéc ly trich enzyme v6i ham lugng
protein hoa tan thu dugc nhiéu va hoat d6 amylase va protease t6t. Phuwong phap nay

¢6 thé duogc tom tit bang hinh 1.

Ngudn nguyén liéu tir tuy heo va rudt ca tra

-

Nghién min mau trong nito 16ng sau d6 cho vao dung dich
démpH=7voitylé1:2
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Ly tdm (9.500 rpm, 4°C, 30 phut) loai ba

-

Léy phan dung dich

-

Tua protein bang (NH4),S04
60% bio hoa

-

L4y phdn tia ly tim &
18.000 rpm, 4°C, 30 phut

-

Thém tich dé loai (NH4)2SO4

-

bong khé chéan khong

-

San pham enzyme tho

Hinh 1. Quy trinh trich enzyme



Mau tuy heo va gan c4 tra dugc rira sach va loai tap chét roi dem nghién min
trong nito 16ng. Enzyme duoc trich bing dung dich dém phospate pH = 7 véi ty 1€ 1
phin mau : 2 phin dung dich dém (w/v). Hon hop dugc ly tam lan thir nhat & 9500
rpm vai nhiét do 4°C trong 30 phuat dé thu phan dung dich va loai bo phan ba bén
dudi éng nghiém. Phan protein trong dung dich dugc két tia bang bang (NH,),SO4
60% bao hoa. Phéan két tia dugce dem di ly tdm & 18.000 rpm véi 4°C trong 30 phut
dé thu protein. Dé loai bé mubi 1an trong protein, hdn hop duoc tham tich bang tui
thim tich Seamless Cellulose Tubing 36/32 (Viskase Companies, Inc). Cin ding
mdt thé tich 16n dung dich dém va thinh thoang phai thay dung dich dém méi dé
loai hét mudi ra khoi mau (15 phut x 4 lan, 30 phut x 2 lan, 60 phut x 1 lan, va dé
qua dém). Dung dich dém phia ngoai tii dugc khuéy lién tuc béng mot may khuéy
tir, ca hé thong duge dat trong diéu kién lanh 4°C dé dam bao enzyme khong bi bién
tinh. Sau khi thdm tich, mau duoc dong kho chan khéng & nhiét do -70°C véi ap
suat gan bang 0 atm. Qua trinh nay cho miu enzyme chua qua tinh ché ¢6 tinh xtic
tac duoc.

2. Phwong phap tinh ché amylase bing cét sic ky

Phuong phap tinh ché amylase bang cot sic ky duoc trinh bay trong hinh 2.
Cot sac ky chira gel DEAE Sepharose Fast Flow duoc cén bang voi dung dich dém
tris-HC1 (pH = 7). Téc dd dong dung dich dém qua cot 1a 0,5ml/ phat. Cho 2 ml
dung dich enzyme véi ndng d6 0,3g/ ml trong dung dich dém tris-HCI (pH = 7) vio
cot sic ky voi kich thude 1,8 x 25 cm. Rura giai voi dung dich NaCl 50mM, téc do
dong dung lich qua c6t 1a 1 ml/ phat. Thu 5 ml cho mdi phan doan, ky hiéu moi
phan doan tir F1-Fn. Thir hoat tinh enzyme amylase bang phuong phép thiy phan
tinh bot. Chon phén doan cho hoat tinh enzyme cao nhit. Thu miu enzyme va déng
kho chan khong. Bao quan enzyme trong diéu kién lanh theo quy trinh & hinh 8.

3. Phuwong phap tinh ché protease b%mg cot sic ky

Phuong phap tinh ché protease bang c6t sic ky duoc trinh bay trong hinh 2.
Cot sic ky chua gel DEAE Sepharose Fast Flow s& dugc cén bang véi dung dich
dém tris-HC1 (pH = 7). Téc do dong dung dich dém qua cot 1a 0,.5ml/ phat. Cho 2
ml dung dich enzyme véi nong d6 0,3g/ ml trong dung dich dém tris-HCI (pH=7)
vao cot sac ky véi kich thudc 1,8 x 25 cm. Rura giai vdi dung dich NaCl 100mM,
téc do dong dung lich qua cot 1a 1ml/ phut. Thu 5 ml cho mdi phan doan, ky hiéu
mdi phan doan tir F1-Fn. Thir hoat tinh enzyme protease bang phuong phap Anson
cai tién. Chon phan doan cho hoat tinh enzyme cao nhit. Thu mau enzyme va dong
khé chan khong. Bao quan enzyme trong diéu kién lanh theo quy trinh & hinh 8.



Cot sac ky chira gel DEAE Sepharose Fast Flow duoc can bang véi dung dich
dém tris-HC1 pH = 7. Téc d¢ dong dung dich 1a 0,5ml/ phat
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Cho 2 ml dung dich enzyme (0,3g/ ml dung dich dém tris-HCI pH = 7)
Vao ¢t sdc ky voi kich thude 1,8 x 25¢cm
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Rira giai véi dung dich NaCl 50mM, tdc d6 dong dung lich 1a 1ml/ phut

=

Thu 5ml cho m&i phan doan, ky hiéu mdi phan doan tr F1-Fn

=
Thir hoat tinh enzyme amylase bang phuong phép thtty phan tinh bét
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Chon phén doan cho hoat tinh enzyme cao nhét

-

Thu mau enzyme va dong kho chan khong

-

Bao quan enzyme trong diéu kién lanh

Hinh 2. Quy trinh tinh ché amylase bang sic ky cdt

4. Quy trinh sinh tric nghiém amylase

*, Xac dinh dwong chuin sw twong quan giira d¢ h4p thu va ndng d tinh bt

Cho vao 6ng nghiém 1,15 ml dung dich dém phosphate pH = 7, thém 200 pl
ho tinh bot vai nf)ng dd tuong ung tir 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 va 1 mg/ml (Hinh 4). Tiép
tuc thém Iml nudc cit va 1 ml HCI 0,25 M dé c6 luong thé tich twong duong khi
thue hién phan g thiy phan. Sau d6 cho thém vao 20 pl dung dich iodine 10 mM
dé tao mau xanh, l4c déu rdi dé yén 10 phut cho 6n dinh rdi do dd hip thu bang may
quang phd & budc séng 570 nm. V& duong chuén mdi quan hé gitra d6 hép thu va
ndng do tinh bot.
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*. Phan 1rng thily phan tinh bot bing enzyme amylase

Sinh tric nghiém c6 thé duoc thuc hién trong diéu kién phong thi nghiém
khoang 30°C. Phan tmg thiy phan duoc thuc hién bang cach lan luot cho vao éng
nghiém 1,15 ml dung dich dém pH = 7, thém vao 200 pl ho tinh bot nong do 1%.
Tién hanh thuy phan tinh bot bang 1 ml dung dich enzyme amylase (1 mg/ml pha
trong NaCl 0,9 %) & nhiét d6 phong (khoang 30°C). Sau thoi gian 1 phut thi dirng
phan tng bang cach thém 1 ml HC1 0,25 M. Cho vao dung dich phan tng trén 20pl
dung dich iodine 10 mM dé tao phirc mau, lac k¥ trén may lic rdi dé yén 10 phit
cho én dinh. Tién hanh do d6 hép thu & budc séng 570 nm va dwa vao dudong chuan
dé tinh luong tinh bdt da dwgc thuy phan. Hoat tinh cia enzyme duoc tinh bang tdc
d6 thay phan tinh bot trong thoi gian mét phat.

Cot sic ky chira gel DEAE Sepharose Fast Flow dugc cén bang v4i dung dich
dém tris-HC1 pH = 7. T6c d6 dong dung dich la 0,5 ml/ phut

(5

2 ml dung dich enzyme (0,3 g/ ml dung dich dém tris-HCI pH = 7)
tuong duong véi kich thude ot sac ky 1,8 x 25cm

(4

Rira giai v6i dung dich NaCl 100 mM, téc d6 dong dung lich 1a Iml/ phit

(-

Thu 5ml cho mdi phan doan, ky hiéu mdi phan doan tir F1-Fn

(=

Thir hoat tinh enzyme protease bang phwong phap Anson cai tién

-

Chon phén doan cho hoat tinh enzyme cao nhét

-

Thu mau enzyme va dong kho chan khong

-

Béo quan enzyme trong diéu kién lanh

Hinh 3. Quy trinh tinh ché protease bang siic ky cét



Xic dinh dwong chuan su twong quan
giita dy hap thu va nong d¢ tinh bot
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Dimg phan tmg bang 1 ml HC1 0,25M
sau thoi gian 1 phut

20 pl dung dich iodine 10mM
dé tao mau xanh

20 pl dung dich iodine 10mM
dé tao mau xanh
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Léc déu trong 10 phut rdi dé yén cho 6n dinh

Lic déu trong 10 phut rdi dé yén cho 6n dinh
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Do d6 hip thu & budc séng 570nm

Do d6 hip thu & budce séng 570nm

-
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V& dudng chuan quan hé giira d6 hép thu
va nong do tinh bot

Dua vao do hép thu do dugc va duong chuén
dé suy ra lugng tinh bot dugce thiuy phan

Hinh 4. Quy trinh sinh tric nghiém enzyme amylase ¢ nhiét d§

phong thi nghiém (khoang 30°C)

5. Quy trinh thiy phan tinh bt cia amylase

Quy trinh thay phén tinh bdt ciia amylase dugc trinh bay trong hinh 5. Cho

vao 6ng nghiém 680 pl dung dich dém phosphate pH = 7 roi thém vao 470 pl dung
dich chat hoat héa 1a NaCl 0,1% hodc CaCl, 0,05%. 200 pl hd tinh bot 1% duge

thém vao 1am co chat cho phan ng. Dung dich phan tng va enzyme déu duoc giir
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dn dinh & 40°C. Dé tién hanh phan tGng, 1 ml enzyme amylase (1 mg/ml, NaCl
0,9%) duoc cho vao dung dich phan ung. Phan tng dugc dung lai bf‘mg cach cho
thém 1 ml HCI 0,25 M sau 1 phut. Dé tao mau xanh cho phéan tng, 20 pl dung dich
iodine 10 mM duoc thém vao. Dung dich dugc lic déu trong 10 phut roi dé yén cho
én dinh. Do do hép thu & budc séng 570 nm rdi so v6i duong chudn dé tinh duge

tdc do thiy phén tinh bot clia enzyme trong thoi gian 1 phit.

680l dung dich dém phosphate pH =7

=

470ul dung dich chat hoat hoa NaCl 0,1%
hoac CaCl, 0,05%

(=

200p! h tinh bot 1%

Dung dich phan tmg va | |enzyme 6n dinh & 40°C

=

1ml enzyme amylase (1mg/ml, NaCl 0,9%)

<

Dimng phan ung vdi 1ml HCI 0,25M sau 1 phut

<

20p1 dung dich iodine 10mM
dé tao mau xanh

(—

Lic déu trong 10 phut rdi dé yén cho on dinh

1

Po d6 hap thu & budc séng 570nm

Hinh 5. Quy trinh thiy phén tinh bt cia enzyme amylase c6
didu chinh nhiét dd va thém chét hoat héa (& 40°C)



6. Quy trinh sinh tric nghiém ciia enzyme protease

Sinh tric nghiém enzyme protease dugc tién hanh theo quy trinh (Hinh 6).
Cho vao 6éng nghiém 2 ml dung dich casein 0,2%, dé on dinh & 30°C trong 10 phut.
Cho vao 6ng nghiém 1 ml dung dich enzyme (2 mg/ml v4i dung dich dém
phosphate pH = 7). Sau 10 phut, dung phan ung bang Sml trichloracetic acid (TCA)
5%, lac déu rdi dé én dinh trong 30 phit. O phan ddi chimg thi cho TCA vao trudce
va cho enzyme vao sau vi khong mudn cho enzyme xuc tic phan tng. Loc dé loai
phan két tua va ldy 1ml dich loc cho vao 1 6ng nghiém khac, thém 5 ml dung dich
Na,CO; 6%, lic déu rdi thém 1ml thude thir Folin da pha lodng 4 lan. Lic déu dung
dich thu duge va dé én dinh trong 30 phut & nhiét d6 phong rdi dem do do hap thu
anh sang & budc séong 750 nm. Dua vao duong chun trén do thi biéu dién sy phu
thude cia do hip thu theo ham luong tyrosine dé tinh liong tyrosine tuong ing véi

luong san pham thuy phan dudi sy xtc tac cua enzyme protease.

D6i chirng Enzyme Protease
2 ml Casein 0,2%, 6n dinh & 30°C 2 ml Casein 0,2%, on dinh & 30°C
trong 10 phut trong 10 phut

1y g

5 ml TCA 5% I ml Enzyme (2 mg/ml, dung dich dém
pH = 7) trong 10 phut

11 iy

1 ml Enzyme
i IT %
(2 mg/ml, dung dich dém pH = 7) 5 ml TCA 5%

g 1y

Pé 6n dinh trong 30 phit

@::> Loc dé loai phén tia

Lay 1 ml dung dich + 5 ml Na,CO3; 6 % + 1 ml Folin

1l

Po dé hép thu & bude song 750 nm

Hinh 6. Quy trinh sinh tric nghiém enzyme protease
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7. Quy trinh thiiy phin protein véi si xiic tac cia protease

Viéc thiy phan protein véi sy xic tac cia protease ¢ nhiét do 50°C va thém
chit hoat hoa duogc trinh bay trong hinh 7. Cho 2 ml dung dich casein 0,2% vao éng
nghiém rdi d& én dinh & 50°C trong 10 phat. Thém 1 ml dung dich enzyme (2
mg/ml) vao 6ng nghiém, dung dich dém pH = 7, chira cysteine 0,01% hogc CaCl,
0,00001% &n dinh & 50°C. Sau 10 phut, dimg phan g bang cach thém vao 5 ml
TCA 5%. %, 1ic déu rbi dé dn dinh trong 30 phut. Loc dé loai phén két tha va lay 1
ml dich loc cho vao 1 éng nghiém khac, thém Sml dung dich Na,CO; 6 %, lic déu
rdi thém 1ml thudc thir Folin da pha lo4ng 4 lan. Lic déu dung dich thu dugc va dé
6n dinh trong 30 phut & nhiét do phong rdi dem do do hap thu dnh séng & bude song

750 nm.

Enzyme Protease

-

2 ml Casein 0,2%, én dinh & 50°C
trong 10 phut

-

1 ml Enzyme (2mg/ml), dung dich dém pH =7, chua
cysteine 0,01% hodc CaCl, 0,00001% 6n dinh & 50°C

-

5 ml TCA 5% (sau 10 phut)

-

Pé 6n dinh trong 30 phut

<UJ

Loc dé loai phén tha

L4y 1 ml dung dich + 5 ml Na,CO;3 6 % + 1 ml Folin

-

Do d6 hép thu & budce séng 750nm

Hinh 7. Quy trinh thily phan protein v&i si xiic tac clia protease

¢6 diéu chinh nhiét d9 va thém chit hoat hoa (¢ 50°C)



8. Quy trinh trich va bao quan enzyme amylase va protease

Tém tit quy trinh trich va bao quan enzyme amylase va protease duoc trinh
bay trong hinh 8. Sau cdng doan ly trich, tinh sach va thir hoat tinh sinh hoc cua céac
enzyme, mau thu dugc s& cho vao cac chai thiy tinh hoic bao nilon sach ¢ chét hit
4m 14 silicagel. Enzyme duogc bao quan trong didu kién nhiét do < -20°C. Viéc kiém
tra hoat tinh clia enzyme c6 thé duoc thuc hién lién tuc trong thoi gian bao quan

ching.

Mau tuy heo hodc gan ca tra

-

Ly trich béng dung dich dém phosphat pH =7,
két tua bang (NH4);SO4 60% bio hoa

(—

Dung dich enzyme thu dugc s& qua tham tich,
qua cdt sic ky dé tinh sach

(1

Kiém tra hoat tinh sinh hoc ctia enzyme

<

Dung dich enzyme dugc dong kho chan khong

(4

Thu dugc enzyme dang bot

(

Cho enzyme vao chai thiy tinh hoac bao nylon cé
chat hut am 1a silicagel

-

Bao quan trong didu kién nhiét 4 < - 20°C

Hinh 8. Quy trinh trich va bao quan enzyme amylase va protease

tir tuy heo va gan ca tra



