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(54) QUY TRINH SAN XUAT ENZYM CATALAZA TU GAN BO

(57) Giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh san xuit ché pham enzym catalaza tir gan bo
va ché pham chira enzym catalaza thu dugc tir quy trinh nay. Trong d6 quy trinh theo giai
phép hiru ich bao gdm cac budc a) tao hon dich gan bo; b) loai bo protein tap nhiém; c) thu
phan doan cé hoat tinh catalaza; d) tinh sach enzym catalaza; va e) thu ché pham enzym
catalaza. Quy trinh theo giai phap hitu ich str dung k¥ thuét két tia phan doan theo ndng do
axeton va tham tach két hop sic ky dé loai bo tap chat cho phép thu dugc enzym catalaza
giit dugc hoat tinh. Ngoai ra, giai phap con dé cip dén ché pham chta enzym catalaza tinh
sach ¢ hoat d6 tir 6.000-8.000 U/ml 6n dinh trong diéu kién moi truong.
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Linh vie ki thuét dwoge dé cap
Giai phap hitu ich thudc linh vuc cong ngh¢ sinh hoc, cong nghé enzym va
protein, cu thé 14 d& cap dén quy trinh san xuét enzym catalaza tir gan bod dé ung dung

tao ché pham sir dung cho viéc chéng 6xy hoa cho thuc phdm va cong nghiép.

Tinh trang ky thuit cia giai phap hiru ich

Enzym catalaza (H,0,:H,0, oxidoreductaza; EC 1.11.1.6) cé chic néng phén
giai hydrogen peroxit (H,0,) thanh nuéc va oxy, ddy la mdt trong nhitng enzym chéng
oxy hoa doéng vai tro quan trong trong viéc loai bo cac gbc oxy hod cua té bao. Cac
nghién ctru da cho thiy, enzym catalaza c6 nhiéu tmg dung trong y hoc nhu wrc ché su
phé v té bao than kinh, chét té bao theo chuong trinh, chéng viém, ldo hoa va khang
khéi u. Nong do cia catalaza cing voi mot sé enzym chéng oxy hoa khac con dugc
xem nhu chi s6 dé danh gia cac nhom oxy hoat dong (reactive oxygen species: ROS)
da duogc san sinh ra trong qua trinh phat sinh bénh & nguoi.

Enzym catalaza 12 mot loai protein bao gdm bdn chudi polypeptit, mdi chudi
polypeptit nay c¢6 hon 500 axit amin. Enzym nay chira bbn porphyrin heme (sét), nhom
nay cho phép cac enzym xuc tac dé phan tmg véi H,0,. Do pH t61 uu dé xuc tac cua
catalaza & nguoi la khoang 7. Tuy nhién, enzym nay khong bén, dé bi tac dong bdi cac
yéu t6 ngoai canh va kho tinh sach bang cac phuong phap tinh sach thong thudng.

D3 ¢6 nhiéu phuong phép san xuit enzym catalaza bang cach chiét tir dong vat
va thuc vat, vi du chiét tir ciy phén den, tio, cdy ddu mudng an hodc tir gan ciia dong
vat nhu dé, cho, bo va tir mot sb vi khudn. Phéan 16n cac phuong phép san xuét nay
thuong chiét va két tia catalaza chon loc trong méi truong (NH,),SO,4 két hop véi cac
phuong phép sic ky nhu loc gel, trao d6i ion dé thu catalaza tinh sach, tuy nhién két
quéa cho thdy enzym dugc sin xuét bang phuong phép nay c6 do tinh sach chua cao,
con nhiéu tap nhiém anh huéng dén hoat tinh enzym thu dugc, vi vay can thiét phai
tim ra quy trinh dé tach chiét va tinh sach t6t hon.

US 2834713 da md ta phuong phap chiét enzym catalaza tir gan dong vt dé ung
dung trong cong nghiép thuc phim va dugc pham, trong d6 gan dong vat dugc nghién,
chiét trong cdc dung moi chira nudc. Theo d6 gan duge chiét trong etanol 70% & -
20°C, dich dugc khudy tai -5°C trong 2 gid rdi huyén phi héa trong nudc da & 1°C.

Tiép d6 ly tam dé thu phan dich, qua trinh loai bd protein tap nhiém dugc thuc hién
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bing cac dung moi nhu natri axetat 0,075 mM, axit axetic 1N va trai qua cc qua trinh
két tinh, ly tAm phtrc tap dé thu dugc enzym c6 do tinh sach 83-95% véi hidu suét thu
hdi enzym thip, chi khoang 0,04%.

US 2992167 da mb ta phuong phap chiét enzym catalaza tir gan dong vit, trong
d6 phuong phap chiét gan bo bang céc chit nhém rugu nhu rugu butyl, isobutyl sau d6
bing cloroform trong khoang pH tir 6-7. Tuy nhién, phuwong phap nay cho hiéu suét
thap va con nhiéu tap nhidm.

CN 102559626A d3 md ta phuwong phap chiét enzym catalaza tir gan bo Ty
Tang, trong d6 gan bd dugc nghién nhuyén va chiét bing nude khir ion theo ty 18 1:6,
pH khoéng 5,3-6, ap suét 0,08-0,09 Mpa & nhiét d6 30°C, tiép d6 ly tAm & téc d6 3.000
vong/phut, sau do sir dung s&c ky loai trir kich thuéc, thu cac phan doan cé kich thuge
khoang 200 kDa, sau khi lam kho, thu dugc enzym catalaza. Tuy nhién, phuwong phap
nay thu enzym c6 hoat tinh khong cao do dugc tién hanh & nhiét do cao va sir dung sic
ky loai trir kich thudc nén hiéu suét thu duge khdng cao.

Tai li€u “Nghién ctu tinh sach va xac dinh mot sb tinh chét cua catalase tir
Bacillus subtilis PY79” ctia Pham Thu Huong va cong sy dd mo ta phuong phap chiét
catalaza tir vi khudn, trong d6 enzym dugc két tia so bd b%mg (NH,4),SO4 bdo hoa, sau
khi 0, tién hanh ly tdm va chiét trén cot Q-sepharoza, thdm tich trong dém CH3;COONa
20mM, pH=4,8, tiép dén cho 1én c6t CM-sepharoza dé thu catalaza. Phuong phép nay
da str dung k¥ thuét thdm tach két hop vé6i ly tdm dé thu enzym catalaza tinh sach. Tuy
nhién, phuong phap nay cho thay hoat tinh cla enzym bi anh hudng bdi cac chit nhu
NaN3;, NaCl, FeCl;, FeSO, con trong qua trinh chiét. Két qua thu dugc enzym catalaza
¢6 hoat do riéng khoang 30.000 U/mg va enzym thu dugce khong dn dinh trong didu
kién bao quan.

Do d6, cin ¢ quy trinh c6 kha ning san xuit dugc ché phdm enzym catalaza kha
dung, c6 d9 tinh sach, dn dinh va c6 hoat tinh cao c6 thé ung dung dé tao ché pham sir
dung cho viéc chéng oxy hoa cho thuc phdm va cong nghiép.

Ban chit ky thuit cia giai phap hiru ich

Muc dich ctia giai phap hiru ich 1a nhdm giai quyét céc ton tai néu trén. Theo do,
giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh san xuét ché phdm enzym catalaza tir gan bo
dung chdng oxy hoéa cho thuc phdm, dugc phidm va cong nghiép va ché phdm chira

enzym catalaza tinh sach, 4n dinh trong diéu kién mdi truong.
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Theo khia canh thtr nhit, gidi phap hitu ich dé cdp dén quy trinh san xuit ché
phim enzym catalaza tir gan bo, trong d6 quy trinh nay bao gdm céc budec:

a) tao hdn dich gan bd ddng nhit bing cach thu nhan gan bod rdi cét nhd, sau do
b sung dung dich dém kali phosphat 20 mM, pH=7,0 theo ty 1& gan bo/dung dich dém
1a 1/1,5 (trong lwong/thé tich), sau d6 nghién nho gan bd dén khi thu dugc hdn dich
gan bo ddng nhét;

b) loai bé protein tap nhidm bang cach ly tm hdn dich gan bd véi téc dd 13.000
vong/phut trong thdi gian 30 phit & 4°C thu dich trong, tiép d6 bd sung axeton 25%,
va ly tam 13.000 vong/phut trong 20 phit & 4°C @ loai bo protein tap nhi®m két tua,
sau d6 bd sung axeton 70% thu va hoa tan phin két tia bing dung dich dém kali
phosphat 20 mM, pH=7,0 rdi thdm tach loai bé axeton thu phén két tua;

¢) thu phan doan c¢6 hoat tinh catalaza bing cdch hoa tan phin két tda trong dung
dich dém kali phosphat 20 mM, pH=7,5 rdi chuyén 1én cot sic ky trao dbi anion dugc
nhdi gel DEAE-sepharoza, sau khi can bing véi dung dich dém kali phosphat 20 mM,
pH=7,5, rira giai bing gradien dung dich dém kali phosphat 20 mM, pH=7,5 v&i ndng
d6 NaCl tir 0 dén 0,3 M thu cac phan doan co6 hoat tinh catalaza trén co s& xac dinh
dién di trén gel polyacrylamit va hoat tinh phan giai co chét H,O,;

d) tinh sach enzym catalaza bing cach c6 dic cac phan doan c6 hoat tinh catalaza
va thim tach qua dém trong dung dich dém natri axetat 10 mM, pH =4,5, phan dich loc
sau d6 dugc chuyén 1én cot sic ky dugc nhdi gel CM-sepharoza da dugc cén bing véi
dung dich dém natri axetat 10mM, pH=4,5 véi gradien NaCl tir 0 dén 0,7 M thu phéan
doan chita enzym catalaza di dugc tinh sach trén co s& két qua dién di trén gel
polyacrylamit va hoat tinh phén giai co chit H,0,; va

e) thu ché phim enzym catalaza bing cach thim tach phan doan chira hoat tinh
enzym catalaza d3 dugc tinh sach trong dung dich dém kali phosphat 20 mM, pH=7,0
qua dém, sau d6 cd dic enzym catalaza dén khi hoat tinh clia enzym trong khoang tir
6.000 - 8.000 U/ml, b sung 1 mM dithiothreitol va 5% glyxerol dé thu ché phim
enzym catalaza.

Theo mot phuong 4n wu tién, trong d6 qua trinh thdm tach phin doan chira
enzym catalaza dugc thuc hién véi thé tich dung dich dém kali phosphat 20 mM,

pH=7,0 gip 50-100 14n thé tich phan doan chita enzym catalaza.
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Theo khia canh thir hai, giai phép hitu ich dé cép dén ché phdm enzym thu duoc
tir quy trinh theo giai phap hitu ich, trong d6 ché phdm nay bao gdm céc thanh phin

nhu sau:
Enzym catalaza 6.000 - 8.000 U/ml
Dithiothreitol 1 mM
Glycerol 5%
Kali phosphat 10 mM, pH=7,0

M5 ta viin tit cdc hinh vé

Hinh 1. Anh chup két qua dién di SDS-PAGE cac phan doan tinh sach qua cot
DEAE-sepharoza va CM sepharoza: 1. Thang chuin protein; 2. Dich chiét gan bo sau
khi sic ky cot DEAE-sepharoza; 3. Phan doan c6 hoat tinh catalaza rira giai tir cot
DEAE-sepharoza va 1én ¢t CM-sepharoza; 4. Phin doan catalaza tinh sach tir CM-
sepharoza.

Hinh 2. Anh chup két qua sau khi thdm tach cic phan doan tinh sach qua cot
DEAE-sepharoza va CM sepharoza: 1. Thang chuin protein; 2. Dich chiét gan bo sau
khi séc ky cot DEAE-sepharoza; 3. Phan doan c6 hoat tinh catalaza rira giai tir cdt
DEAE-sepharoza va 1én c¢ft CM-sepharoza; 4. Phan doan catalaza tinh sach tr CM-
sepharoza. So sanh giita két qua & phan doan 4 cho thdy enzym catalaza c6 tinh dic
hi¢u va tinh sach hon so véi phan doan 3.

M3 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau ddy, giai phap hiru ich md ta chi tiét cac phwong 4n cu thé, tuy nhién, cac
phuong 4n nay chi nhim muc dich nhim 1am rd ban chét cua giai phéap hitu ich cht
khong nhim muc dich han ché pham vi yéu cau bao hd ciia giai phép hiru ich.

Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh san xuit ché phim enzym catalaza tir gan
bo va ché phdm enzym catalaza thu dugc tir quy trinh nay.

Theo khia canh thir nhét, giai phap hiru ich d& cdp dén quy trinh san xuft ché
phim enzym catalaza tir gan bo, trong d6 quy trinh nay bao gbm céc bude: a) tao hdn
hop dich gan bo; b) loai bo protein tap nhiém; c) thu phan doan c6 hoat tinh catalaza;
d) tinh sach enzym catalaza; va e) thu ché phdm enzym catalaza.

Trong budc tao hdn dich gan bd ddng nhit, gan bd twoi dwoc thu nhan rdi cit

nhé. Theo d6, gan dugc cit nhé dén kich thuéc khoang 3x3 cm rdi bd sung dung dich
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dém kali phosphat 20 mM, pH=7,0 theo ty 1§ gan bo/dung dich dém 1a 1/1,5 (trong
lwong/thé tich). Sau khi nghién nhé gan bo thu dwoc hdn dich gan bo ddng nhét.

Trong budc loai b protein tap nhiém, tién hanh ly tAm hdn dich gan bd thu dwgc
& trén véi tbe d6 13.000 vong/phiit trong thdi gian 30 phit & 4°C. Sau khi loai bé phin
can ling, thu dich trong va bd sung dung dich axeton 25% va ly tdm 13.000 vong/phut
trong 20 phiit & 4°C dé loai bé protein tap nhiém két tua, thu dich ndi. Sau d6 bd sung
axeton 70% vao dich ndi, thu va hoa tan phin két tia bing dung dich dém Kkali
phosphat 20 mM, pH=7,0 rdi thim tach loai bé axeton. Theo d6, bing cach st dung
dung dich axeton v&i ndng dd khac nhau d& loai bo protein tap nhidm, cc protein c6
kich thuéc 16n hon va nhod hon kich thuéc ciia enzym catalaza s& dugc loai bd phin
16n, phan doan c6 hoat tinh catalaza thu dugc s& dé dang tinh sach v&i hidu suét cao.

Trong budc thu phan doan c6 hoat tinh catalaza, tién hanh hoa tan phin két tua
thu dugc sau khi thAm tach trong dung dich dém kali phosphat 20 mM, pH=7,5. Tiép
d6 chuyén 1én cot sic ky dugc nhdi gel DEAE-sepharoza. Sau khi can bing voi dung
dich dém kali phosphat 20 mM, pH=7,5, rira giai bing gradien dung dich dém kali
phosphat 20 mM, pH=7,5 véi ndng dd NaCl tir 0 ¢én 0,3 M. Theo d6 cac phan doan c6
hoat tinh dugc thu hoi trén co s& phan giai co chit H,0, va két qua d_ién di trén gel
polyacrylamit c6 SDS.

Trong budc tinh sach enzym catalaza bing c6t séc ky trao dbi cation, tién hanh
cd dic cac phan doan c6 hoat tinh catalaza thu dugc & trén va thim tach qua dém trong
dung dich dém natri axetat 10 mM, pH =4,5. Theo mdt phuong an uu tién, qua trinh
thim tach phan doan chira enzym catalaza niay dugc thuc hién voi thé tich dung dich
dém kali phosphat 20 mM, pH=7,0 gdp 50-100 1dn thé tich phan doan chira enzym
catalaza.

Sau khi tién hanh séc ky trao d6i anion DEAE-sepharoza, ph%“tn dich loc duoc
chuyén 1én cot sic ky dugce nhdi gel CM-sepharoza di duoc can bang voi dung dich
dém natri axetat 10mM, pH=4,5. Tién hanh rira giai v6i gradien NaCl tir 0 dén 0,7 M
thu phin doan chira enzym catalaza dugc tinh sach so bd trén co s& phan giai co chét
H,0, va két qua dién di trén gel polyacrylamit c6 SDS.

Trong budc thu ché phdm enzym catalaza, tién hanh thidm tach phan doan chira
enzym catalaza thu dugc & trén bang dung dich dém kali phosphat 20 mM, pH=7,0

qua dém. Sau khi c6 dédc thu dugc enzym catalaza tinh sach. Tiép d6 chuin 6 enzym
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trong dung dich dém kali phosphat 20 mM, pH=7,0 dén khoéang tir 6.000 - 8.000 U/ml.
Pé 6n dinh enzym, bd sung 1mM dithiothreitol va 5% glyxerol @& thu ché phim
enzym catalaza dugc 6n dinh.

Theo mot khia canh thir hai, giai phap hitu ich dé c4p dén ché phim enzym thu
duoc tir quy trinh theo giai phép hitu ich, trong d6 ché phidm nay bao gbm c4c thanh

phin nhu sau:

Enzym catalaza 6.000 - 8.000 U/ml
Dithiothreitol 1 mM

Glycerol 5%

Kali phosphat 10 mM, pH=7.,0

Ché phdm enzym catalaza theo giai phéap hitu ich c6 thé dugc sir dung trong céc
mg dung lién quan dén y hoc, thuc phdm hoic cac phuong phép héa sinh lién quan

dén phan mg xtic tac phén giai preoxit.

Vi du thwe hién gidi phap hiru ich
Vi du 1. San xuit ché phim enzym catalaza tir gan bo

Cit nhoé 65 g gan bod twoi thanh cac vién nho 3cm x 3cm, tiép d6 bd sung 100 ml
dung dich dém bao gdm kali phosphat 20 mM, pH 7,5 va nghién nhé gan bing may
xay sinh t§ dén khi dong nhét. Xay 5 1in, mdi 1an 30 gidy; dam bao mau dugc giit &
nhiét d9 4°C. Sau d6 tién hanh ly tdm hdn hop ddng nhét 13.000 vong/phut trong 30
phiit & 4°C. Sau khi loai bé két tia, thu dugc 105 ml dich ndi.

B& sung 35 ml axeton 100% vao dich ndi dé dat ndng do cubi cung 25%, giit &
4°C trong vong 1-2 gir va ly tdm 13.000 vong/phit trong 20 phut, 4°C, loai bo két taa
thu dugc 100 ml dich ndi.

Tiép @6 bd sung 150 ml axeton 100% dé ndng d6 cudi cing dat 70%, gitt & 4°C
trong vong 2 gid dé két tha protein tap. Sau d6 ly tim 13.000 vong/phut trong 20 phut
& 4°C, loai bo phén dich, thu phén tda protein c6 catalaza.

Hoa phan két tia tan hoan toan trong 150 ml dém kali phosphat 20 mM, pH=7,5
dé loai bd mét sb loai axit amin va protein khéng mong muén va thdm tich dich két taa
hoa tan trong 1 lit kali thsphat 20 mM, pH=7,5. Thay dung dich 3 14n, mdi 14n 2 gio,

lan cuodi dé qua dém nhém loai bd axeton. Mang tham tich st dung la mang xenlulozo.
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Két qua tir 65 g gan bod da thu nhan duogc tdng sb 2,086 g protein cia phan doan
c6 catalaza v6i ndng @6 14,9 mg/ml. Protein tdng s& c¢6 hoat tinh phan giai H,O, voéi
hoat d¢ riéng 2030,9 U/mg.

Tiép 6, chuyén phén dich nay 1én c6t DEAE-sepharoza dd dwgc nhdi véi thé
tich 130 ml trén cOt XK 26/40 va can béng v6i dém kali phosphat 20 mM, pH=7,5.
Toan b qué trinh tinh sach dugc tién hanh trén may AKTAprime (GE). Téc d6 dong
chay & tit ca cac budc can bing, rira va ria chiét déu 12 2 ml/phut; trir bude gin miu,
tdc d6 1a 1 ml/phit. Sau bude gin 130 ml dung dich gan bd 1én cot, cic protein gin
khong dic hiéu hodc khong gin véi cdt s& duogce rira dén khi do hép thu cia mAu tai
bude séng Azgo nm < 0,05. Cac protein g'fm trén cot dugc ria chiét b:?mg 1,5 1 gradien
ctia dung dich kali phosphat 20 mM, pH=7,5 v6i ndng dd NaCl tir 0 dén 0,3 M. Tién
hanh dién di SDS-PAGE va xé4c dinh hoat tinh tit c4 cac phan doan gén va khong cot
DEAE-sepharoza. Két qua dién di SDS-PAGE cac phan doan tinh sach qua c6t DEAE-
sepharoza dugc thé hién trén Hinh 1, trong d6 (1) thang chuén protein; (2) dich chiét
gan bo sau khi sic ky co6t DEAE-sepharoza; (3) phin doan c6 hoat tinh catalaza rira
giai tr ¢t DEAE-sepharoza va lén cgt CM-sepharoza; (4) phén doan catalaza tinh
sach tir CM-sepharoza.

Céc phan doan duoc kiém tra hoat tinh phan giai co chit H,O, va dién di trén gel
polyacrylamit c6 SDS, thu c4c phén doan c6 hoat tinh catalaza va bang protein 60 kDa
cia catalaza (c4c phan doan tir 10 dén 147) véi tdng thé tich 700 ml. Ndng do protein
0,6 mg/ml. Tiép d6 c6 dic miu 5 1dn bing hé théng may loc tiép tuyén AKTA flux
(GE, Hoa Ky). Sau d6 thim tich qua dém trong dém natri axetat 10 mM, pH=4,5 thu
dugc 150 ml dich loc.

Phin dich loc nay dugc chuyén 1én 1én ¢t XK 16/20 ¢6 30 ml gel CM-sepharoza
da dugc can bang v6i dém dém natri axetat 10 mM, pH=4,5. Tiép d6 rira giai bing 360
ml dém natri axetat 10 mM, pH=4,5 véi gradien NaCl tir 0 dén 0,7 M. Tién hanh dién
di trén gel polyacrylamit c6 SDS va x4c dinh hoat tinh phan giai co chit H,0, cta tit
ca cac phan doan thu duge. Két qua dién di SDS-PAGE céc phan doan sau khi thim
tach qua cot DEAE-sepharoza dugc thé hién trén Hinh 2, trong d6 (1) thang chuin
protein; (2) dich chiét gan bo sau khi sic ky ¢t DEAE-sepharoza; (3) phén doan ¢6

hoat tinh catalaza rira gidi tir cdt DEAE-sepharoza va 1én cft CM-sepharoza; 4. Phén
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doan catalaza tinh sach tir CM-sepharoza. So sanh giit két qua & phan doan (4) cho
the“iy enzym catalaza c6 tinh dédc hi€u va tinh sach hon so vé4i phéan doan (3).

Céc phan doan c6 hoat tinh catalaza (ttr 49 dén 72) dugc thu lai, ¢6 dic mau 5 1an
bang hé théng may loc tiép tuyén AKTA flux (GE, Hoa K3), sau d6 thim tich qua dém
trong dém kali phosphat 20 mM, pH=7,0. Két qua thu dugc 35,4 mg enzym catalaza.
Két qua xac dinh bang phuong phap dién di trén gel SSD-PAGE, kiém tra phan doan
¢6 kich thudc 60kDa cho thiy san phdm thu duoc gdm enzym catalaza c6 do tinh sach
95%. Hoat d0 riéng dugc xéac dinh trén co s& phan giai H,O, bing phwong phap chuén
14 79,277 U/mg protein. Sau khi chudn d¢ enzym dén khoang 6.000 - 8.000 U/ml, bd
sung 1mM dithiothreitol va 5% glyxerol d& thu ché phdm enzym catalaza, ché phdm

nay dugc bao quan & nhiét d6 -20°C cho dén khi st dung.

Hiéu qua dat dwgc ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh san xuit ché phim chira enzym catalaza theo giai phap hiru ich cho
phép tao duge ché phdm enzym tinh sach c6 hoat d6 én dinh. Bang k§ thuat két taa voi
ndng @9 axeton khac nhau, cho phép loai b6 dugc cic protein tap nhim anh hudng
dén hoat do enzym. Ngoai ra, b%mg k¥ thuét séc ky c6t, cho phép loai bd cac thanh
phan tap nhim. Do d6, do tinh sach clia enzym thu dwgc tir gan bd ting 1én t6i 60 14n,
hoat d0 riéng 1én t6éi 79,277 U/mg.

Quy trinh san xuit ché phdm enzym catalaza tir gan bd cho phép tao ra dugc ché
phém enzym dn dinh, c6 hoat do cao, an toan va c6 ddc tinh sinh kha dung, c6 thé ung
dung trong cAc thir nghiém lién quan dén y hoc, phén tich, thuc phim va cac linh vuc

c6 lién quan dén phan rng xtc tic phan giai H,0,.
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1. Quy trinh san xuit ché phdm enzym catalaza tir gan bo, trong d6 quy trinh nay bao
gbm céc budc:
a) tao hon dich gan bo ddng nhit bing cach thu nhan gan bo rdi cit nho, sau d6 bd
sung dung dich dém kali phosphat 20 mM, pH=7,0 theo ty 1€ gan bo/dung dich dém la
1/1,5 (trong lugng/thé tich), sau d6 nghién nho gan bd dén khi thu dwoc hdn dich gan
bd ddng nhét;
b) loai bd protein tap nhiém bing cach ly tdm hén dich gan bod véi tbe dd 13.000
vong/phut trong thdi gian 30 phut & 4°C thu dich trong, tiép d6 bd sung axeton 25%,
va ly tim 13.000 vong/phut trong 20 phit & 4°C dé loai bé protein tap nhidm két tua,
sau d6 bd sung axeton 70% thu va hoa tan phan két tiia bing dung dich dém Kkali
phosphat 20 mM, pH=7,0 rdi thim tach loai bé axeton thu phan két tua;
¢) thu phan doan c6 hoat tinh catalaza bang cach hoa tan phin két taa trong dung dich
dém kali phosphat 20 mM, pH=7,5 rdi chuyén 1én cot sic ky trao dbi anion duge nhdi
gel DEAE-sepharoza, sau khi can bang v6i dung dich dém kali phosphat 20 mM,
pH=7,5, rira giai bing gradien dung dich dém kali phosphat 20 mM, pH=7,5 v6i ndng
dd NaCl tir 0 dén 0,3 M thu cac phéan doan cé hoat tinh catalaza trén co s& xac dinh
dién di trén gel polyacrylamit va hoat tinh phan giai co chit H,0,;
d) tinh sach enzym catalaza bing cich c6 dic cac phan doan c6 hoat tinh catalaza va
thiAm tach qua dém trong dung dich dém natri axetat 10 mM, pH =4,5, phz‘in dich loc
sau d6 dugc chuyén 18n cot sic ky duoc nhdi gel CM-sepharoza da dugc cin bing voi
dung dich dém natri axetat 10mM, pH=4,5 véi gradien NaCl tir 0 dén 0,7 M thu phan
doan chira enzym catalaza dd dugc tinh sach trén co s& két qua dién di trén gel
polyacrylamit va hoat tinh phan giai co chit H,O,; va
e) thu ché phdm enzym catalaza bing cach thim tach phén doan chira hoat tinh enzym
catalaza dd duogc tinh sach trong dung dich dém kali phosphat 20 mM, pH=7,0 qua
dém, sau d6 co dic enzym catalaza dén khi hoat tinh ciia enzym trong khoang tir 6.000
- 8.000 U/ml, bb sung 1 mM dithiothreitol va 5% glyxerol dé thu ché phim enzym
catalaza.
2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 qu4 trinh thdm tach phan doan chira enzym catalaza
dwoc thuc hién véi thé tich dung dich dém kali phosphat 20 mM, pH=7,0 gip 50-100

14n thé tich phan doan chira enzym catalaza.
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