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CONG NGHE ENZIM GVC: Ths. Tran Xuan Ngach

Chwong 1: NGUYEN LIEU THU ENZIM VA PHAN BO

1.1. Nguén ddng vat:

1.11.  Tuy tang: (Pan creas)

Pay 1a nguén enzim sém nhat, 1au dai nhat, co6 chia nhiéu loai enzim nhat nhu:
tripxin, kimotripxin, cacboxy pectidaza A va B, ribonucleaza, amilaza, lipaza.

+ Tripxin y hoc phai |aloai tinh ché.

+ Ung dung dau tién caa ché pham tripxin 1a1am mén da dé 16t da, khir cac vét nit
trén da.

+ San xuat san pham thuy phan protein y hoc (dich truyén y té) vaméi truong nudi ciy
VSV.

+ Ché pham dich tuy y hoc dé chita bénh vé tuy (réi loan chirc nang, bi cat bo tuy).

+ San xuat ché pham enzim tay rira (Vét ban, mau kho tan) ¢ nhiét d6 vira phai, khéng
thich hop vai nhiét @6 cao va pH thay doi.

1.1.2.  Mang nhay da day lon:

La ngudn enzim pepxin A, B, C, D, gastrisin. Céc enzim nay duoc tiét ra ngoai té bao

cuing véi dich vi ( khi tiéu hod thirc an). Déi voi cac typ pepxin c6 pHoy=1.3, 2.2.
1.1.3. Daday bé

Trong ngan thi tu caa da day bé cd ton tai enzim thusc nhém Proteaza tén 1a renin.
Enzim ndy d& tir 1au duoc sir dung phd bién trong cong nghé phomat. Renin 1am bién doi
cazein thanh paracazein cé kha ning két tua trong méi truong sira co da nong do Cat™.
Pay la qua trinh déng ty sira rat dién hinh, duoc nghién ciu va ang dung day du nhat.
Trong thuc té néu ché pham renin bi nhiém pepxin (trong trudong hop thu ché pham renin
& bé quéa thi. Khi do, da day bé da phét trién day da cd kha ning tiét ra pepxin) thi kha
nang déng tu sira kém di.

Gan day co nghién ctu san xuit proteaza tir vsv ¢O dic tinh renin nhu ¢ céc 10ai
Eudothia Parasitica va Mucor Purillus.

1.14. Cécloai noi tang khéc:

Gan, 1alé&ch, than, phéi, co hoanh tim, da con, huyét. Céc loai nay déu co chia enzim,
da s ton tai trong té bao. Chi c6 mot sd loai dugc san xuat dudi dang ché pham nhu: gan,
tim lgn dé téch aspartat-glutamat aminotransferaza, huyét tuong (tir huyét) dé tach ra
trombia (Proenzim chdng déng méu)

Nhin chung nguyén liéu dong vat ding dé téch enzim phai tuoi tét (lay ngay sau khi
giét md) hoic giir & -20°C cd thé dugc 1, 12 thang van khéng |am giam hoat tinh enzim.
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1.2. Nguén goc thuc vat:

1.21. Céy daurya(Canavalin ensifirmis):

DPay |a cdy thuoc ho dau Canavalia— c6 nhiéu ¢ chau Phi, & Viét Nam c6 nodi ké trén.
Trong tat ca c&c ndi dau rua déu rat giau enzim Ureaza, ham luong c6 thé dén 20% chat
kho.

1.2.2.  Ho dtra (Bromalaceae):

Bao gom tat ca c&c noi daatrong [y qua, 1y soi (ké ca cac ndi diradai). Trong cac bo
phan khéc nhau cua cdy daa (vo, 18i, chdi, than, 14,...) déu cd chia enzim bromelain.
Trong d6 nhiéu nhat 1& phan 18i dau qua dea Hoat tinh caa enzim bromelain phu thudc
nhiéu vao trang théi va diéu kién bao quan nguyén liéu. Céc nghién ciu da chi ra rang
c&c nguyén lidu siy kho ¢ nhiét do 400C s3 gitr duoc hoat tinh enzim tét hon so véi
nguyén liéu da duoc bao quan lanh ¢ nhiét do 4°C.

1.2.3.  Nhyadu du (Carlca Papaya. L):

bay laloai cay an qua pho bién & cac nuéc nhiét doi. Tir qua tuoi hoic than thu dugc
nhya (latex) chinh 1& ché pham papain thd dé tir d6 tinh ché thanh papain thuong pham.
Hién nay nguoi ta da tao ra dugc céc gidng du da ¢ san lwgng mu va hoat tinh papain
cao dé khai thac co hiéu qua nguon enzim ndy (khdng dat van dé lay qua).

1.2.4. Mot sb loai nguyén liéu thuc vat khac:

Khi tién hanh nghién ctru khoa hoc, y sinh hoc, nhiéu khi can xem xét (dinh tinh, dinh
luwong, cau tric phan tir, 3o hoat dong enzim, ...) cia mot sb loai enzim co trong ban than
nguyén liéu d6 dé dinh luong s dung. Bang chi y hon ca l&

Ché pham enzim Polyphenoloxydaza (EPPO): dién hinh nhat |a eppo caa |4 ché, cua
ndi nhi hat ca cao tuoi, nudc ép qua nho. Ché pham loai ndy phd bién hon ca laloai “bot
axeton”.

1.25.  Hat cbc vamot sb loai ca chiratinh bot:

Trong hat cdc nay mam (malt) va mot sb loai ca nay mam (dién hinh |a khoai lang) c6
mot hé enzim rat phong phu dugc ngudi ta s dung tir rat 1au trong céc linh vuc: mat tinh
bot (mach nha), ruu va bia (tham chi cé mot phuong phép san xuat ruu etylic mang tén 1a
phuong phap maltaza hay phuong phdp malt)

1.3. Nguén vi sinh vat:

bay |4 ngudn enzim phong phl nhat, c6 & hau hét céc 10ai vi sinh vat nhu: nam mac,
vi khuan vamot s 1o nAm men. C6 thé n6i vi sinh vat 1a ngudn nguyeén li¢u thlch hop
nhat dé san xuat enzim ¢ qui mé 16n duing trong cong nghé va dgi sdng. Dung ngudn Vi
sinh vat co6 nhirng loi ich chinh nhu sau:

+ Chu dong vé nguyén liéu nudi ciy vi sinh vat vagiéng vi sinh vat.

+ Chu ky sinh truéng cia vi sinh vat ngan: 16, 100 gio nén cé thé thu hoach nhiéu lan
guanh nam.

+ C6 thé diéu khién sinh tong hop enzim dé dang theo hudng co loi (dinh hudng st
dung va tang hiéu suat tong thu hoi).

+ Gi&thanh tuong dbi thap vi mét truang twong ddi ré, don gian, dé t6 chirc san xuat.

Tuy nhién trong moi truong hop can luu y kha nang sinh doc té (gdy doc, gay bénh) dé
c6 bién phap phong ngura, Xt 1y thich hop.
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D¢ san xuat ché pham enzim, nguoi ta cd the phan 1ap cac giong vi sinh vat ¢ trong ty
nhién hoac cac giong dot bien cd lya chon theo huéng co loi nhat, chi tong hop wu thé
mot loai enzim nhat dinh can thiét nao do.

Chwong 2: SAN XUAT CAC CHE PHAM ENZIM TU VI SINH VAT

2.1, Piéu hod qué trinh sinh tong hgp enzim trong mdi trwong nudi cay vi
sinh vat

Véi muc dich nuéi ciy thu hdi enzim véi hiéu suat cao, can phai nhan ro quatrinh diéu
hoa sinh téng hop enzim dé c6 c&c dinh hudng tac dong thich hop trong cdng nghé. Té
bo vi sinh vat chi téng hop enzim khi can thiét vai sd lwong thich hop mong muadn.

2.1.1.  Diéu hoa theo husng dong mé boi gen operator (gen diéu khién) _hién
tuong tran &p :

+hién tuong tran &p (c ché) (repression): lalam giam qua trinh sinh t6ng hop do san
pham cudi cling cia qua trinh nuéi cay. Hién tugng ndy thuong gap d6i véi cac enzym
xUc t&c qua trinh sinh tong hop mot chiéu nhu: qua trinh sinh téng hop axit amin,
nucleotit.

Vi dy: khi thém mot axit amin ndo d6 vao méi trudng nudi cay thi té bao s& khong can
tong hop ndy nira. Do d6 ciing s& dinh chi qua trinh sinh tong hop enzym, x(c tac cho qué
trinh tong hop nén chinh axit amin d6. Enzym nay chi dugc tong hop trg lai khi c6 nhu
cau nghia a khi lam giam nong d6 axit amin tuong ang. Bdi voi hé thong phan nhanh
nghia & qua trinh dan dén viéc tao thanh nhiéu san pham cudi ciing khéc nhau tir mot co
chat chung ban dau thi co ché tran &p co thé dugc thuc hién theo cac cach khéc nhau.

Vi du: Phan &ng dau tién caa qua trinh sinh tong hop céc axit amin lizin, methionin,
treonin déu do enzym aspactokinaza x(c t&c. Enzym ndy c6 3 izoenzim.

Ky hiéu: a, am, & Qua trinh sinh tong hop & s& bi tran &p bai nong do lizin. a, caa
methionin. Riéng doi vai & thi treonin virala san pham cudi cting cua ca quétrinh vira la
co chat ban dau dé sinh tong hop izoloxin. Do dd quatrinh sinh tong hop axit; chi bi tran
&p khi ca treonin va izolexin dat nong do cao vuot qua nhu cau caa té bao. C6 thé minh
hoa co ché tran 4p ndy theo so do:
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al 6 Phanung
E - — -4 Phanargzin
A B C D ——— —— Methionin

\
at \—//64 Treonin

Ghi chi: A — Co chat Aspartic ban dau.

B, C, D, G lacéc sin pham trung gian ¢ tac dung tran &p.

Nhu vay & day su tran &p chi xay ra khi c6 sy hop dong tac dung caa ca 2 san pham.
Néu tran &p hop dong ndy cling xay ra déi vai quatrinh sinh tong hop enzym giéng nhau
xUc tac cho c&c phan tng song song tao thanh 2 san pham cudi cting khéc nhau. Vi du:
quatrinh sinh tong hop vain vaizoloxin do 4 enzym gidng nhau xuc tac theo so d6 sau:

a -axetolact :
a,B-Dioxy a-Xeto
| izovalerat izovalerat

CH5CH O

hoat don 3 4

a-axeto <\ a,B-Dioxy o-Xeto Z
utirat

a-Oxyb B metylvaler B - metyl

Hién nay nguoi ta cho raing ARN mai 1a yéu té tran &p thuc sy cho quatrinh sinh tong
hop céc enzym xUc tac dé tong hop céc axit amin twong ang.
+ Hién tugng cam (rng (induction): |& hién tuong nguoc lai véi hién tuong tran &p lam
tang lugng enzym cua té bao
(Ghi chti ¢ so do trén:  1: o-axeto.a-oxyaxitintetaza
2: reductoizomeraza (axetolactat mutaza)
3: hydrooxyaxit dehydrataza
4. amino transpheraza
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Nghia la khi trong mdi trudong nubi cy co chat cam ing sé kich thich cho vi sinh vat
sinh tong hop nén nhiéu enzym hon so véi binh thuong.

Chét cam tng dugc xem nhu 1& mot chit nén (Chat co s, bo khung cacbon) dé sinh
téng hop enzym. Hién nay, nguoi ta chi ra rang co thé c&c san pham trung gian caa qua
trinh bién d6i dong vai tro |a chat cam tng, tham chi nhiéu co chit caa enzym ciing co
thé 1a chat cam tng. Pién hinh [a cac gluxit (monosaccarit va polysaccarit).

Trong sd céc enzim do vi sinh vat tong hop, ¢d nhitng enzim binh thuong chi duoc
téng hop rat it oi nhung khi thém mot sd chat nhat dinh vao mai truong nudi cay thi ham
lugng cua chiing co thé tang |én rat nhiéu 1an. Monod va Cohn (1925) goi c&c enzim ndy
la enzim cam &ng, chat gay nén hiéu qua ndy lagoi 1a chat cam tng. C&c enzim cam ung
thuong la nhitng enzim xdc té&c cho qua trinh phan giai nhu: Proteinaza, amylaza,
pectinaza, penixilinaza, p_galactosidaza ¢ té bao E. coli. Khi nudi cay E. coli trong mdi
truong glucoza va glyxerin, vi khuan chi tong hop khoang 10 phan tir B_galactosi dazalté
bao. Néu nudi Cay trén mdi truong lactoza |a ngudn cac bon duy nhat thi ham Iuong
enzim 1& 6, 7% tong hop lugng protein caa té bao. Trich ratir té bao chira dén 6000 phan
tir enzim, nghia la tang 1én gan 1000 lan so vai khi nudi ciy trong mdi truong cu.

Su cam ¢ng thudng co tinh chat day chuyén. Trong hé thong gom nhiéu phan tng, co
chat dau tién cua hé thong co thé cam rng qua trinh sinh tong hop tat ca c&c enzim xuc
tac cho qua trinh chuyén hoé cua nd. biéu ndy duoc thuc hién theo co ché sau: Trudc hét
chat cam &ng 1am tang quéatrinh sinh tong hop enzim tuong tng, sau d6 san pham nay |ai
cam ung tong hop enzim dé pha huy no, tiép theo san pham thir 2 ndy lai cam &ng tong
hop nén enzim thir 3,...

Vi du: Histidin cé tac dung cam ing hang loat céc enzim x(c tét cho qué trinh chuyén
hoa né thanh axit glutamic (Chasin va Magasamil (1968)).

+ Co ché diéu hoa theo kiéu tran &p va cam ang:

Zocob va Monod da dé ra mé hinh giai thich co ché caa 2 hién tuong tran dp va cam
g trén co s di truyén. Theo md hinh ndy, s tran &p va cam &ng sinh tong hop enzim
duoc thuc hién theo cling mot co ché chung dua trén co s& diéu hoa hoat dong cua céc
gene dudi téc dung caa céc chat phan tir thiap. Nhitng cin cir chinh caa thuyét ndy nhu
sau:

1) C6 s phan hoa chac nang cua cac giai doan khac nhau trong phan tr AND trong
nhiém sic thé, dwa vao chic phan caa ching trong qui trinh sinh tong hop Protein co thé
chiathanh céac loai gene sau:

- Gene cau tric (ky hidu: S,,S,,Ss) : mé hoé phan tir protein enzim dugc tong hop, tic
|a thir ty c&c axit amin trong phan tir enzim dugc tong hop 1a tuy thudc vao thi ty céc
nucleotit cua doan gene ndy. Cac gene mé hda cac enzim duoc fap xép lién nhau thanh
mdt nhém trén nhiém sic thé. Ching 1a khudn dé tong hop phan tir ARNy.

- Gene Operator (ky hi¢u: O): ¢ canh nhom gene cau trdc, khdng ma hoa protein
nhung dam bao cho qua trinh sao chép mé ¢ gene cau tric theo co ché “Péng mo” tua
nhu cong tac Cua mot day dén. Quatrinh sao chép chi c6 thé tién hanh khi gene operator
& trang thai “mo” (khong két voi chat ndo ca) vangirng lai khi né bi “dong” (két hop voi
mot chat dac b| et goi lachat tran &p represson). Mot gene operator ¢ thé “phu tréch” mot
nhém gene ciu trdc cac gene ciu tric ndy clng vai gene operator caa chiing hop thanh
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mdt don vi sao chép so cap goi 1a mot operon. Sy tong hop ARNy dugc bat dau & mot
dau cia operon va chuyén qua céc gene ciu tric dé dén dau kia cua operon.

- Gene Promotor (gene hoat hoa ky hiéu P) Bang truéc gene operator 1a doan And ma
ARN-polimeraza sz két hop va bat dau quatrinh sao chép cac gene ciu tric.

- Gene diéu hoa regulator (ky hiéu R): Gene ndy ma hoa cho mot protein dic biét goi
& chét tran &p (repressor). Chat tran &p c6 vai tro “déng-mo” gene operator. Do d6 gene
diéu hoa co thé kiém tra qué trinh sao chép gene cau trdc théng qua chat tran &p nay.

+ Khong co repressor (san pham cudi cuing)
P @) Sl S2 S3 ADN

T T T T

l /v\/\/\/ ARNLtt

D
Q Q Phién ma
Q Q

A =B =-C =D .

+ C6 repressor (san pham cudi cing):
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R| P O sl S S3 ADN
i@

l 7, » ARN-polymeraza

F : Repressor

. COrer essor

R: Gene diéu hod, P: Gene promotor, O: Gene Operator,

S1, S2, S3: Céc gene cau tric.

2) Trong truong hop dieu hoa sinh tong hop enzim theo co ché tran &p, repressor do
gene diéu hoa téng hop con & dang khéng hoat dong (aporepessor) chua c6 kha nang két
hop véi gene operator nén qua trinh sao chép céc gene Cau trdc tién hanh binh thlI0ng
Céc enzim duogc tong hop xdc tac cho cé&c phan g dé tao thanh cac san pham cudi cuing,
san pham cudi clng ndy lai c6 kha niang két hop véi aporepessor va hoat hoa né.
Aporepessor da dugc hoat hod s3 két hop véi operator ngan can qua trinh sao chép céc
gene cau trdc, 1am nging viéc tong hop ARNy turong tng do dé dinh chi qué trinh sinh
téng hop c&c enzim tuong (ng. Trong truong hop ndy céc san pham méi duoc coi nhu &
chat tran &p (repressor).

3) Pdi vai truang hop cam tng:

+ Khéng c6 chat cam ing

R P @) S1 S2 S3 ADN

N
% KX
_/

+ C6 chat cam ang:
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R P O S1] &2 S3 ADN

g %
E1l E2 E3 D

A B C

So @6 minh hoa co ché cam g sinh tong hop enzim

@ Chét cam tng

Khi khong c6 mit chat cam ng, chat trn &p (repressor) dugc tong hop da o trang thal
hoat dong, nd két hop véi gene diéu khién operator, qua trinh sao chép ma cua gene cau
trc bi bao vay nén céc enzim tuong ting khéng duoc tong hop.

Khi c6 mat chat cam ang thi chat tran &p repressor bi mét hoat dong, tach khoi gene
diéu khién operator va quéatrinh sao chép ma bat dau, két qua 1am tang luong enzim duoc
tong hop.

Nhu vay tathdy hién tuong tran &p va cam tng sinh téng hop enzim |a hai mat ddi 1ap
ctia mot qué trinh hoa sinh thong nhat duoc thuc hién thdng qua hoat dong “dong-mo”
gene dudi téc dung ciia c&c chat phan tir thap

2.1.2.  Diéu hoatuong tac gitra ARN-polymeraza véi gene promotor:

Nhiéu dau hiéu thurc nghiém cho thiy céc gene bao ¢am sinh téng hop mot sb enzim
cam ung xUc téc cho quatrinh phan giai khéng chi chiu si kiém tra theo co ché cam tng
nhu da trinh bay ¢ trén ma con chiu s kiém tra theo mot co ché khac nho téc dung caa
AMP vong (AMP,) goi la “tran &p phan giai” (cactabolic repressor) AMP, co tac dung
kich thich caa AMP, ddi véi qué trinh sao chép ma ciia céc operon phan giai. Hién tuong
nay d& duoc nghién ciru nhiéu ddi véi operon lactoza. Theo nhiéu téc gia, tac dung kich
thich caa AMP, ddi vé6i qua trinh sao chép ma dugc thuc hién nho mot protein dic biét
lam trung gian goi la protein nhan AMP,, hay con goi |a protein hoat hoa gene phan giai
CAP (catabolite gene activator protein). Khi AMP, két hop véi CAP tao thanh phuc hop
co téc dung hoat hod gene promotor 1am cho ARN-polymeraza dé& dang két hop véi no dé
bét dau qué trinh sao chép ma Nhu vay AMP, c0 tac dung lam ting cuong quéa trinh sao
chép. Ciing co y kién cho rang phirc hop AMP,-CAP-ARN-polymeraza cho phép bt dau
quétrinh sao chép ma.
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