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TÓM TẮT
Chitinase là enzyme thủy phân chitin có rất nhiều ứng dụng trong nông nghiệp, công nghiệp và y học. Khả năng thủy phân chitin làm cho chitinase có giá trị trong phòng trừ dịch bệnh, làm giảm ô nhiễm môi trường và được coi như là tác nhân kiểm soát sinh học. Trong nghiên cứu này, chitinase sinh ra từ nấm L. lecanii 43H được tinh sạch bằng tủa ammonium sulphate 65% và qua cột sắc kí trao đổi ion DEAE-Sephadex A-50 thu được 1 băng protein kích thước khoảng 33 kDa, hoạt tính riêng đạt 165,7 U/mg protein và độ sạch 2,5 lần. Chitinase hoạt động mạnh nhất ở 40°C, pH 6 và bền ở nhiệt độ 30-40(C sau 8 giờ ủ. Chitinase bền ở pH 6 sau khi ủ ở 40°C trong 24 giờ. Việc bổ sung các ion kim loại và EDTA ở nồng độ 5 mM làm hoạt tính chitinase tăng từ 7-56%, ngoại trừ các ion Al3+, Ag+, Hg2+ và Mn2+. 
Tween 80 (0,5%), Tween 20 (1%) và Triton X-114 (1%) làm tăng hoạt tính chitinase từ 6-25%. Trong khi SDS ở nồng độ 0,5-1% làm giảm mạnh hoạt tính chitinase. Chitinase bền với dung môi hữu cơ (methanol, aceton) và hoạt tính duy trì 89-95%.
Từ khóa: Chitinase, Lecanicillium lecanii, tinh sạch, tính chất lý hóa
 MỞ ĐẦU
Chitin là polysaccaride được tạo nên từ các đơn phân N-acetyl glucosamine. Chitin là thành phần tạo nên bộ xương ngoài của giáp xác, côn trùng, tảo và vách tế bào của nấm. Chitin được sử dụng trong công nghiệp, thương mại và y tế. Khả năng thủy phân chitin bởi chitinase giúp thuận lợi cho sản xuất và tinh sạch chitin. Chitinase gồm endochitinase (EC 3.2.1.14) và exochitinase [chitobiosidases và β-N-acetyl hexosaminidase] (EC 3.2.1.82) là phức enzyme thủy phân chitin thành các đơn phân N-acetyl glucosamine (Patil et al., 2002). Chitinase được sinh ra từ các nhóm vi sinh vật khác nhau như vi khuẩn, các loài nấm đối kháng (nấm kí sinh côn trùng, nấm kí sinh lên các loài giun tròn) và một số loài khác.

Chitinase được biết đến như một tác nhân kiểm soát sinh học (Mathivanan et al., 1998) và cũng được sử dụng cho việc phát triển các cây trồng biến đổi gene. Trong kiểm soát sinh học, chitinase được sử dụng để chống lại các loài nấm và côn trùng hại thực vật; chitinase đóng vai trò quan trọng trong tính gây độc của một số loài Serratia, Baeuveria bassiana, Verticillium lecanii đối với côn trùng và nấm bệnh. Ngoài ra, chitinase còn ức chế quá trình nảy mầm của bào tử, sự kéo dài của sợi nấm và tham gia vào quá trình hình thành tế bào trần của nấm, quá trình tạo các protein đơn bào (Patil et al., 2002). Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành tinh sạch và đánh giá tính chất lý hóa của chitinase từ nấm L. lecanii 43H góp phần cho ứng dụng trong việc sản xuất thuốc trừ sâu sinh học.  
NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP
Nguyên liệu
Chitin được mua từ Ấn Độ. Chitin huyền phù được chuẩn bị theo phương pháp của Jeunianux (1966). 
3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) từ Fluka (Mỹ). Cột sắc kí trao đổi ion DEAE-Sephadex A-50 được cung cấp bởi Phamarcia Co. (Thụy Điển); SDS từ Sigma Aldrich Co. (Mỹ); Tween 20 và Tween 80 từ Biobasic Inc. (Canada); và Triton X-100, Triton X-114, EDTA từ Merck (Đức).

Chủng giống và môi trường nuôi cấy
Nấm L. lecanii 43H do Phòng Các chất chức năng sinh học, Viện Công nghệ Sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam cung cấp được nuôi trong bình tam giác 250 chứa 50 ml môi trường gồm các thành phần (g/l): 
0,75% chitin; 0,1% peptone; 0,1% cao nấm men; 0,1% KH2PO4; 0,01% MgSO4.7H2O; 0,5% (NH2)2SO4; pH 8. Các bình lên men được nuôi trong thời gian 144 giờ ở 28°C, lắc 200 rpm.
Phương pháp

Xác định hoạt tính chitinase

Hoạt tính chitinase được xác định bằng cách đo hàm lượng đường N-acetyl glucosamine giải phóng khi thủy phân chitin huyền phù bởi enzyme. Hỗn hợp của 100 µl chitinase tổng số hoặc chitinase tinh sạch (chứa 6 µg protein cho enzyme tinh sạch) được ủ với 300 µl của 0,5% (w/v) chitin huyền phù pha trong đệm 20 mM Tris-HCl pH 7 ở 40°C trong 2 giờ lắc 150 vòng ở máy ổn nhiệt (Esco Micro Pte Ltd, Singapore). Để xác định lượng đường giải phóng trong hỗn hợp phản ứng, 1ml DNS (Miller, 1959) được bổ sung và đun sôi trong 10 phút. Các ống được làm lạnh xuống nhiệt độ phòng và ly tâm 10000 vòng/phút trong 10 phút. Lượng đường giải phóng được xác định bằng cách đo độ hấp phụ ở 540 nm, dựa vào cường độ màu tạo phức với thuốc thử. Một đơn vị hoạt tính (U) của chitinase được xác định là lượng enzyme phân giải chitin huyền phù thành đường khử tương đương với 1 µmol N-acetyl glucosamine trong 1 giờ ở điều kiện thí nghiệm.

Điện di gel polyacrylamide (PAGE) và xác định nồng độ protein
Khối lượng phân tử của chitinase được xác định bằng điện di trên gel polyacrylamide chứa 12,5% polyacrylamide bằng thiết bị của Biometra. Protein được hiện màu với thuốc nhuộm 0,1% AgNO3. Hàm lượng protein được xác định bằng phương pháp đo Braford. 
Tinh sạch 
Dịch nuôi cấy được ly tâm 12000 vòng/phút trong 10 phút. 100 ml dịch ngoại bào (0,528 U/ml) được tủa bằng ammonium sulphate (65%). Dịch tủa được thu lại bằng ly tâm 12500 vòng trong 15 phút và hòa lại tủa với 50 mM đệm photphate pH 7,0. Dịch tủa sau khi thẩm tích loại muối (9 ml) được cho qua cột sắc khi trao đổi ion DEAE-Sephadex 
A-50 (2,6 × 6 cm), đã được rửa và cân bằng với đệm 50 mM Tris-HCl pH 7,0. Protein được thôi ra với đệm 50 mM 
Tris-HCl pH 7,0 chứa 0-1,0 M NaCl, tốc độ chảy 24 ml/h cho đến khi OD280 < 0,01. Mỗi phân đoạn được thu lại với thể tích 1,5 ml. Các phân đoạn có hoạt tính enzyme cao được tập hợp lại và sử dụng để đánh giá tính chất chitinase. Tất cả các bước tinh sạch được thực hiện ở 4°C.
Nhiệt độ và pH tối ưu
Nhiệt độ và pH tối ưu của chitinase được xác định theo phương pháp đã mô tả ở trên sử dụng đệm sodium acetate 20 mM (pH 3,0-6) và đệm sodium photphate 20 mM (pH 6-8,0); nhiệt độ thay đổi trong khoảng 20-70°C tại 
pH 7,0.
Độ bền nhiệt và độ bền pH
Để xác định độ bền nhiệt và độ bền pH của chitinase, dịch chitinase tinh sạch 6 µg cho mỗi phản ứng đã được ủ trước ở nhiệt độ khác nhau từ 30-40°C ở pH 6 sau các khoảng thời gian từ 8-84 giờ; và pH khác nhau từ 4-8 (pH 4-6 với đệm sodium acetate, pH 7-8 với đệm sodium photphate) ở 40°C sau các khoảng thời gian từ 1-48 giờ. Hoạt tính còn lại của enzyme được xác định.
Ảnh hưởng của ion kim loại, chất tẩy rửa và dung môi hữu cơ

Chitinase tinh sạch (6 µg cho mỗi phản ứng) được ủ trước với các ion kim loại 5 mM (Mg2+, K2+, Ni2+, Ca2+, Ag2+, Fe2+, Zn2+, Mn2+,Cu2+, Al3+, Hg2+ và Ba2+) và EDTA; với các chất tẩy rửa 0,5-1% (w/v) (SDS; Tween 20, Tween 80, 
Triton X-114 và Triton X-100) và các dung môi hữu cơ 10-20% (methanol, ethanol, isopropanol, n-butanol, and acetone) ở 40(C. Sau 2 giờ ủ, hoạt tính chitinase được xác định.
KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN 

Tinh sạch chitinase từ L. lecanii 43H
Chitinase từ chủng L. lecanii 43H sau 144 giờ nuôi cấy có hoạt tính 0,528 U/ml (66 U/mg protein). Dịch enzyme này đã được tủa với ammonium sulphate 65% và qua cột sắc khí trao đổi ion DEAE-sephadex A-50. Hoạt tính chitinase đạt 92,11 U/mg protein sau khi tủa với ammonium sulphate, độ sạch 1,4 lần và hiệu suất thu hồi đạt 15,7%. Chitinase sau khi tủa ammonium sulphate được đưa qua cột DEAE-Sephadex A-50. Chitinase đã được tinh sạch với độ sạch 
2,5 lần và hiệu suất thu hồi đạt 1,9%. Enzyme tinh sạch này có hoạt tính 167,5 U/mg (Bảng 1) và chỉ ra một băng protein duy nhất có kích thước phân tử khoảng 33 kDa (Hình 1A). Dịch chitinase trước tinh sạch và các phân đoạn qua cột có hoạt tính được định tính trên đĩa thạch có chứa 0,5% chitin huyền phù, các giếng đều xuất hiện vòng phân giải chitin màu trắng sau khi nhuộm bằng lugol (Hình 1B). Như vậy, chitinase từ chủng L. lecanii 43H đã được tinh sạch.
	Bảng 1. Các bước tinh sạch chitinase từ enzyme thô của chủng L. lecanii 43H

	Bước tinh sạch
Protein tổng số (mg)

Hoạt tính tổng số (U)

Hoạt tính riêng (U/mg)

Độ sạch
Hiệu suất (%)
Enzyme thô
0,8

52,8

66

1

100

65% (NH4)2SO4

0,09

8,29

92,11

1,4

15,7

DEAE- sephadex

0,006

1,005

167,5

2,5

1,9
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	Hình 1. Điện di SDS-PAGE của chitinase tinh sạch từ L. lecanii 43H (A) và hoạt tính chitinase của các phân đoạn qua cột DEAE-Sephadex A-50 trên đĩa thạch có bổ sung cơ chất chitin (B): Giếng 1: enzyme thô, Giếng 2 và 4: enzyme tủa bằng ammonium sulphate 65%, Giếng 3; 5-9 tương ứng với các phân đoạn qua cột DEAE-Sephadex A-50, Giếng M: chỉ thị phân tử.


Chitinase từ các chủng nấm T. harizaum, V. lecanii, L. fungicola đã được tinh sạch bằng phương pháp sử dụng tủa muối ammonium sulfate, qua cột sắc khí lọc gel (Sephadex G100), cột sắc khí trao đổi ion (DEAE-Sephadex A-50, 
DEAE-Sepharose), cột sephacryl S-300, cột FPLC (de la Cruz et al., 1992; Fenice et al., 1998; Ramírez-Coutiño et al., 2006). Chitinase tinh sạch có khối lượng khoảng 33-44 kDa từ chủng T. harizaum (de la Cruz et al., 1992; Harma et al., 1993), Metarhizium anisopliae (St. Leger et al., 1991). Chitinase từ L. fungicola, V. alboatrum, V. lecanii có khối lượng khoảng 23-123 kDa (Fenice et al., 1998; Ramírez-Coutiño et al., 2006). Như vậy, chitinase trong nghiên cứu này (33 kDa) thuộc nhóm thứ nhất. Độ sạch của chitinase từ L. lecanii  43H thấp hơn so với M. anisopliae (4,98 lần), G. virens (105 lần) và cao hơn so với chitinase từ chủng T. hariuzaum (1,3 lần). Hiệu suất tinh sạch của chitinase từ L. lecanii 43H là thấp nhất (1,9%) so với các nghiên cứu trước. Hoạt tính riêng của chitinase trong nghiên cứu này (167,5 U/mg) cao hơn so với các chủng T. harizum và M. anisopliae (1,1-2,3 U/mg), nhưng thấp hơn so với chitinase từ chủng G. virens (1018,5 U/mg).
Nhiệt độ và pH tối ưu
Chitinase từ L. lecanii 43H hoạt động ở dải nhiệt độ rộng từ 20-70(C. Hoạt tính chitinase tăng dần từ 185,1 U/mg ở 20°C đến tối đa 663,9 U/mg ở 40°C (Hình 2A) và giảm dần đến 64,5 U/mg ở 70°C. Chitinase này cũng hoạt động ở dải pH rộng từ 3,5 đến 8. Hoạt tính chitinase tăng dần từ 61,7 U/mg ở pH 3,5 đến tối đa 568,2 U/mg ở pH 6 (Hình 2B) và giảm xuống đến 436,4 U/mg ở pH 7,5. 
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	Hình 2. Nhiệt độ tối ưu (A) và pH tối ưu (B) của chitinase từ chủng nấm L. lecanii 43H


Các công bố trước đây cho thấy, pH và nhiệt độ tối ưu cho chitinase từ các chủng Talaromyces flavus CGMCC 3.4301 (Duo-Chuan et al., 2005), M. anisopliae (Kang et al., 1999), Aspergillus fumigate (Xia et al., 2009), Verticillium sp. (Vladimir et al., 2002) và Gliocladium catenulatum (Ma et al., 2012) hoạt động là pH 4-6 và nhiệt độ 40-60(C. Kết quả này phù hợp so với nghiên cứu của chúng tôi.
Độ bền nhiệt và độ bền pH
Chitinase từ L. lecanii 43H bền ở nhiệt độ 30, 37 và 40(C sau khi ủ trong 8 giờ và hoạt tính enzyme duy trì trên 80%. Hoạt tính chitinase duy trì trên 40% sau khi ủ trong 60 giờ ở 30(C và cao hơn 37 và 40(C. Hoạt tính chitinase giảm đáng kể sau khi ủ trong 84 giờ và mất hoạt tính ở 40(C (Hình 3B). Enzyme này cũng bền ở pH 6 sau khi ủ trong 36 giờ và hoạt tính duy trì 56% so với đối chứng. Trong khi đó, ở dải 4-5 và 7-8, hoạt tính chitinase giảm mạnh so với đối chứng và hoạt tính còn lại thấp hơn 40% sau khi ủ trong 48 giờ (Hình 3A). 
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	Hình 3. Độ bền nhiệt (A) và độ bền pH (B) của chitinase từ chủng nấm L. lecanii 43H


Manthivanan và cộng sự (1998) nhận thấy, chitinase từ Fusarium chlamydosporum bền ở nhiệt độ 40(C và pH 4-6. Chitinase từ G. catenulatum bền ở pH 4-5 và nhiệt độ 20-40(C (Ma et al., 2012). Chitinase từ Serratia marcescens bền ở pH 5-7 và nhiệt độ 50(C, hoạt tính duy trì trên 80% sau khi ủ trong 2 giờ (Zeki and Muslim, 2010). Chitinase A từ Serratia sp. KCK là một exochitinase bền ở dải pH rộng từ 5-10 và nhiệt độ 40(C (Kim et al., 2007). Như vậy, kết quả của chúng tôi phù hợp với một số kết quả được công bố là chitinase bền ở pH 4-6 và nhiệt độ 20-40(C.
Ảnh hưởng của ion kim loại và EDTA lên hoạt tính của chitinase
Việc bổ sung các ion kim loại ở nồng độ 5 mM ngoại trừ Ag+, Hg2+, Al3+, Mn2+ làm tăng hoạt tính chitinase từ 
7-56%, đặc biệt EDTA làm tăng hoạt tính chitinase lên 56% (Bảng 2). 
Nghiên cứu của Ma và cộng sự (2012) cho biết hai ion kim loại Co2+ và Ca2+ làm tăng hoạt tính chitinase từ chủng G. catenulatum HL-11 ở nồng độ 5 mM. Các ion Fe2+, Na+, K+, Zn2+ và Mn2+ làm giảm nhẹ hoạt tính chitinase; trong khi Fe3+, Cu2+ và Ag+ làm giảm đáng kể hoạt tính chitinase so với đối chứng. Việc bổ sung ion kim loại (Mn2+, Fe2+, Ni2+ và Ca2+) ở nồng độ 5 mM làm tăng hoạt tính chitinase của chủng Micrococcus sp. AG84, hoạt tính tăng từ 3-46%; trong khi chitinase lại bị ức chế bởi EDTA, Cu2+, Hg2+ và Co2+ (Annamalai et al., 2010). Chitinase từ Arthrobacter hydrophila H-2330 (Okazaki et al., 1999) và F. chlamydosporum (Mathivanan et al., 1998) cũng bị ức chế bởi Fe2+, Fe3+ và Cu2+. Trong khi, chitinase từ chủng Alteromonas sp. O-7 tăng hoạt tính bởi Na+ và Ca2+. Từ những nghiên cứu trên cho thấy, việc bổ sung Ca2+ ở nồng độ 5 mM làm tăng hoạt tính chitinase từ chủng L. lecanii 43H (Bảng 2), Micrococcus sp. AG84 (Annamalai et al., 2010).
Bảng 2. Ảnh hưởng của ion kim loại và EDTA đến hoạt tính của chitinase từ chủng nấm L. lecanii 43H
	Ion kim loại và EDTA
	% hoạt tính còn lại ở các nồng độ 5 mM

	Mg2+
	130 ± 6,6

	K+
	107 ± 3,6

	Ni2+
	135 ± 2,4

	Ca2+
	115 ± 2,3

	Ba2+
	113 ± 0,1

	Cu2+
	130 ± 0,7

	Fe2+
	131 ± 3,7

	Zn2+
	144± 8,2

	Mn2+
	98 ± 0,7

	Ag+
	72 ± 6,2

	  Al3+
	62 ± 1,5

	Hg2+
	56 ± 0,0

	EDTA
	156 ± 7,3


Ảnh hưởng của chất tẩy rửa lên hoạt tính chitinase
Tác động của các chất tẩy rửa mang điện (SDS) và không mang điện (Tween 20, Tween 80, Triton X-100 và 
Triton X-114) hiện được sử dụng để biến tính cấu trúc glycoprotein đã được nghiên cứu lên hoạt tính chitinase. Việc bổ sung 0,5% Tween 80, 1%Tween 20 và 1% Triton X-114 làm tăng hoạt tính chitinase lên từ 6-25%. Trong khi, những chất tẩy rửa còn lại ở các nồng độ khác làm giảm hoạt tính chitinase so với đối chứng (Hình 4A). Kết quả của chúng tối khác so với nghiên cứu của Zeki và Muslim (2010), đó là việc bổ sung 1% Triton X-100 làm tăng hoạt tính chitinase từ chủng S. marcescens lên đến 40%, trong khi chitinase từ chủng L. lecanii 43H (Hình 4A) giảm hoạt tính.
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	Hình 4. Ảnh hưởng của chất tẩy rửa (A) và dung môi hữu cơ (B) của chitinase từ chủng nấm L. lecanii 43H


Ảnh hưởng của dung môi hữu cơ lên hoạt tính chitinase
Việc bổ sung các dung môi hữu cơ (methanol, aceton) ở nồng độ từ 10-20% làm ức chế nhẹ hoạt tính chitinase từ L. lecanii 43H, hoạt tính chitinase duy trì từ 89-95%. Hoạt tính chitinase giảm mạnh khi ủ chitinase với các dung môi hữu cơ isopropanol, ethanol và butanol ở nồng độ từ 10-20%, đặc biệt là butanol ở nồng độ 20% làm hoạt tính chỉ duy trì 37% so với đối chứng (Hình 4B).
Zeki và Muslim (2010) nhận thấy, hoạt tính chitinase từ S. marcescens bị ức chế bởi methanol, ethanol và acetone, hoạt tính chitinase duy trì 45, 68 và 44%. Như vậy, kết quả của chúng tôi phù hợp với nghiên cứu của Zeki và Muslim.
KẾT LUẬN

Chitinase tinh sạch từ chủng nấm L. lecanii 43H có kích thước phân tử 33 kDa, hoạt tính riêng 167,5 U/mg, hiệu suất thu hồi 1,9%, độ sạch 2,5 lần.
Chitinase từ chủng L. lecanii 43H hoạt động tốt nhất ở 40°C và pH 6, bền ở 40°C và pH 6. Các ion kim loại và EDTA ở nồng độ 5 mM làm tăng hoạt tính chitinase ngoại trừ Ag2+, Al3+ và Hg2+ làm giảm hoạt tính. Các dung môi hữu cơ khảo sát đều làm giảm hoạt tính chitinase. Các chất tẩy rửa ở nồng độ 0,5% Tween 80, 1% Tween 20 và 1% Triton X-114 làm tăng nhẹ hoạt tính chitinase từ 6-25%.

Lời cảm ơn: Nghiên cứu này được sự hỗ trợ bởi chương trình trọng điểm phát triển và ứng dụng công nghệ sinh học trong lĩnh vực nông nghiệp và PTNN đến năm 2020, đề tài: “Nghiên cứu sản xuất và sử dụng chế phẩm từ nấm Lecanicillium spp. để diệt rệp muội (Aphididae) gây hại cây trồng” Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn, 2010-2013
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF CHITINASE FROM THE LECANICILLIUM LECANII 43H STRAIN
Nguyen Huu Quan1, Vu Van Hanh2, Quyen Dinh Thi2,3*, Pham Thi Huyen2
1Thai Nguyen University,
2Institute of Biotechnology, Vietnam Academy of Science and Technology
3Department of Biotechnology and Pharmacology, University of Science and Technology of Hanoi, Vietnam
SUMMARY

Chitinases are digestive enzymes that hydrolyze chitin. They have many medical, agricultural and industrial applications. Chitinases can prevent diseases, reduce environmental pollution and are considered as biocontrol agents because of their ability to hydrolyze chitin. Chitinases are interesting targets to disturb growth and develop alternative atrategies to control aphids. In this work, The 2.5- fold purification of chitinase from L. lecanii strain 43H was obtained by using a combination of ammonium sulphate fractionation and DEAE-Sephadex A-50 ion exchange chromatography. The purified enzyme showed a single protein band on SDS-PAGE with molecular mass of 33 kDa and specific activity of 165.7 U/mg protein. Optimum temperature and pH were observed at 40(C and 6, respectively. This enzyme was stable at 30-40(C after incubation for 8 hrs. The chitinase was stable at pH 6 after incubation at 40(C for 24 hrs. The chitinase activity was up-regulated 7-56% in the presence of 5mM metal ions except Al3+, Ag+, Hg2+ and Mn2+. Tween 80 (0.5%), Tween 20 (1%) and Triton X-114 (1%) increased the enzyme activity up to 6-25%. Whereas SDS at the concentration of 0.5-1% (w/v) decreaded the chitinase activity. The chitinase showed high resistance to organic solvents (methanol, aceton) and retained 89-95%.

Keywords: Characterization, chitinase, Lecanicillium lecanii, purification.
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