CONG NGHE ENZIM GVC: Ths. Tran Xuan Ngach

Chwong 4: SAN XUAT ENZIM TU THUC VAT

Enzim tir thuc vat ciing chiém mot ty |é thich dang trong cong nghé san xuat va sir
dung enzim néi chung. Mot sb loai enzim d& dugc sir dung nhiéu trong y hoc, thuc pham
va cong nghiép. bic biét trong nghién ciru khoa hoc nguoi ta rat chi trong chiét tach va
xéc dinh co ché tac dung cia cac enzim trong ca&c md thuc vat nhu nhom enzim
glycoxydaza, nhom enzim OXy hoa khtr polyphenol oxydaza (EPPO) d& mang lai nhitng
giatri ly thuyét va thuc tién rat cao trong thoi gian gan day.

4.1. San xuét ureaza tir dau rypa:

Chi ho dau Canavalia ¢ chau phi, ¢ Viét Nam co loai Canavalia ensifomis - dugc goi
la cdy dau rua, dau tac; hqat dL‘Jng chra bénhrlui han, nac cut, yéu than. Trong hat dau rua,
ham luong ureaza c6 thé dat dén 20% chat kho do d6 day la nguon nguyén liéu quan
trong dé thu nhan ureaza.

- V& mat rng dung: ureaza dugc sir dung trong y té dé xac dinh ham luong uré trong
huyét, bang quan, cé trong thanh phan caa thuéc ching than nhan tao. Trong ché bién
mot Sb 1oai c& co mii khai (dudi, nhédm, map) thi ding ureaza dé kher mui khai rat hiéu
qua.Ureaza cd thé xuc tac thuy phan uré ca trong va ngoai té bao (co thé).

(NH2),CO +H,O wureaza 2NH; + CO,
—

+ Chiét xuat lay enzim:

Nghién k§ bot dau trong dung dich HCI 0,4% c6 thém EDTA (trilon B, complexon 111)
5.10° M vaL.cystein 5.10° M. Sau d6 ly tam tach ba |y dich chiét.

+ Xu ly nhiét: Nang nhiét nhanh dén 60°C, gitr trong 30 phit dem ly tAm tach bo cin

ket taa

+ Siéu loc: dich ly tam duoc loc qua mang siéu loc dé loai bo peptit va polypeptit co
trong lugng phén tie bé (M>500)

+ Két taa bang axeton:

Dich loc duoc xt Iy bang axeton lanh (ty & 1:1), ly tAm téch két tua. Phan két taa dem
hoa tan trong trisbuffer 0,1M, pH = 7 chra EDTA vaL.cystein 5.10° M.

+Sic ky trao doi ion

Dich enzim dugc chay sic ky trao doi ion trén cot chira DEAE — xenluloza véi gradien
ndng d6 NaCl tir 0 — 1IM. Phan doan chira enzim duoc siy thing hoa (ddng khé) véi chat
sacaroza lam chat on dinh véi ty 18 2,5mg/1mg enzim.

Ché pham thu dugc c6 hoat tinh ting 25 1an so véi ban dau va hiéu suat thu hdi 43%.

Xem bang 8 caa gido trinh (trang 186). Mot sd théng sd cia qué trinh thu nhan ureza
tr dau rua.

4.2. Thu nhan bromelain tir dea:
- Giégi thiéu qua d}’ray tén latinh: Bromelia ananas-L: thuoc chi dira an qua. Ngoai ra
con ¢O chi deradai (dé lay soi ).
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Bromelain c6 nhiéu trong phé liéu dira nhur ve, 16, choi, 16i dau.
Gioi thi¢u dac diém ché pham Bromelain (Xem quéatrinh trang 187-189).
Nguyén tac chung dé thu nhan Bromelain.

Phé lieu dda —lamdap —»chiétloc —»lytdm —» kéttaa —» ly
tBm —»loc —» ché pham ky thuat —» Sic ky trao ddi ion —» sdy thiang
hoa —» san pham tinh khiét .

Ghi chi: két tua bang (NH.,),SO, lanh hay axeton lanh ti I¢ 1:1.

- Thu nhan Bromelain bang phuong phép nhanh sir dung CMC.

Thu nhan Bromelain bang phuong phdp mé ta nhu ¢ trén doi hoi thoi gian 1au, kho
loc, lwong dich 160, khé bao quan. Hién nay mot sb nha nghién ctru d& diing phuong phép
nhanh tach Bromelain bing CMC. Cho phép thu duoc Bromelain bot tring cé hoat tinh
cao, thoi gian nhanh, don gian nhu sau:

+ Cong nghé ché tao CMC (xem gi&o trinh trang 191).

ChG Y : ¢6 thé thay vai man (hay gat) bang béng non ( Xenluloxa~ 100%).

+ Téch chiét Bromelain tir dich chiét dea bing CMC.

CMC dugc tam uét bang dung dich dém photphat 0,05 M, pH= 6,1. Cho dich chéi dira
( chdi dea —  nghién — ép loc —nudc dich) vao, thinh thoang khudy tron. Emzim
Bromelain s3 hap thu Ién bé mit caa CMC. Sau 2 gio lay ra vat nudc loai bo cin ban
bam vao CMC, riatrdi cac protéin khdng phai enzim bang ¢ém photphat ¢ pH=6,5. Sau
d6 cho phan hap thu 1an 1. Dung dich phan hip thu |a dém photphat pH=7,1, NaCl 0,5 N
khudy tron. Sau 2 gio ldy ra vit dugc dung dich dam dic chira bromelain. Tiép tuc phan
hap thu nhu 1an thi hai rdi gop chung dich chiét caaca hai 1an két tua enzim bang axeton
hay con lanh.

Véi phuong phép ndy hiéu xuat thu hdi dat 0,1% so véi chdi dira tuoi, ché pham cé
hoat tinh 24 don vi (mg ché pham enzim. So véi phuong phédp két taa tir ban dau bang
(N H4)ZSO4 thi do sach cao hon hai lan, thoi gian nhanh hon, tién hanh thuan loi hon.

- Mot sb trtng dung caa ché pham bromeain:

+ Thuy phéan gan bo:

Gan bo duoc xu ly bang ché phim bromelain trongl0 gio & 1-55 °C, sau d6 vo
hoat enzim & 100 °C trong 3-4 phtt. Dich dwoc loc va déng khd thanh dang bot & ché
pham hdn hop axit amin y té (sin xuat cac dich truyén dam y té). Thanh phan axit amin
ciia ché pham thuy phan gan bo boi bromelain dugc trinh bay ¢ bang 12 (trang 193 caa
gido trinh).

+Sir dung bromelain lam déng sira:

Pé lam dong sira trong phuong phép truyén thong (trong CN-SX photphat) nguoi ta sir
dung renin thu duoc tir ngan thir 4 cia da day bé. Hién nay, luvong renin chua dap xtrng
da nhu cau caa cong nghé. Trong nhitng nam gan day xu hudng st dung proteaza thuc
vat dé thay thé mot phan renin trong ché bién phomat dang duoc phét trién. Trong do
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dang ké nhat 14 2 loai ché pham: ficin tir cdy co ficus va bromelain tir dira. Két qua tng
dung xem bang 13 (trang 194 cua giéo trinh)

+ Sir dung bromelain dé thu nhan céc chat tc che proteaza. ’

Trong mét so loai co quan dong vat, thuc vat ton tai c&c chat (rc ché enzim, trong
d6 co6 chit tc ché proteaza, ching c6 ban chét protein nhu enzim. Dién hinh nhu trong
cac hat ho dau: dau tuong, dau xanh, dau van, hat mit, néi tang caa muc nang, dia, trong
dua (tén tai song song véi bromelain). Cac chit tc ché thuong tac ¢ong manh [én mot sb
enzim, trong d6 c6 ca enzim trong duong tiéu hoa (caa ngudoi va dong vat) nhu: ficin,
bromelain, tripxin. Bé thu hdi dugc céc chat tc ché ndy, nguoi ta diing phuong phép hién
dai, hién nay 1a ding enzim c¢b dinh. Bromelain sau khi thu nhan baing CMC nhu trén
dugc ¢ dinh trong gel sepharoza rdi nhdi vao tao ra cot phan tng. Dich nghién, loc phé
liéu dtra dugc cho chay qua cot ndy: dau tién & pH photphat 4,6, sau d6 pH = 7,6 — 7,8,
tiép d6 xay ra quatrinh lién két gitra bromelain voi c&c chat tc ché. Thu héi chat e ché
bang NaOH 0,01N + NaCl 0,IN véi pH = 11,5 — 12; ¢6 dotinh sach, hoat tinh cao (xem
bang 14 trang 195 cia gido trinh). Ngoai ra bromelain cé sir dung trong qua trinh lam
mém thit, san Xuat nudc mam ngan ngdy, bot ca

- Thu nhan papain tir nhya du du: 7 ’

Céy du du (carica papayal), qua dung lam thyc pham. nhya qua du du lam thuoc
giun, chai chan, mun com, sung khép, eczema Ré lam thuoc cam mau, soi than. Hoa
chira ho, viém cuong phoi, l& chira ung thu phoi. Papain c6 M = 20.700, to, = 80°C, PHop
=5—5,5. Bi «rc ché va mat hoat tinh bsi H,O,, lodoaxetat, |,, fericianua. Pugc hoat hda
bai -CN, cystein, H,S va glutation.

+ Thu nhan papain tho: ,

Dung cac loai qua du da con non, du du gia (chua chin), dung khan lau sach vo, lay
dao cao sach nhitng duong khdng qua sau, hang nhya (catex) vao coc roi lam kho bang
céc phuong phdp khac nhau, ta thu dugc ché pham papain thé c6 hoat tinh nhu bang 15
(trang 196 cua g éo’trinh). ’ ?

Ket qua cho thay hoat tinh papain sau khi chi€t tach cao hon khi da d¢ 3 thang.
Phuong phap phoi nang cho két qua hoat do enzim thap nhat, say chan khdng dung moi
(axeton hay ruou etylic lanh) cho hoat tinh cao nhat. Ché pham can bao quan lanh 6 —
10°C méi duy tri hoat tinh. 9

+ Thu nhan papain thuong pham:

Ngam papain thd hoa tan nhya tuoi (catex) trong nuéc cat co bo sung dl yxerin dé tang
d6 hoatan, loc qua vai man. Ket taa bang axeton lanh véi ty 1¢ 2:1 so véi thé tich dich
loc. Ly tam lanh ldy két taa, sdy 45 — 50°C (siy chan khéng hay phoi khd), dem nghién
thanh bot. ’ o

O nuéc ta hién nay vién cdng nghé sinh hoc da san xuat thanh cdng ché pham papain
thuong mai dang dong kho. Bang 16 so sanh hoat tinh (trang197) cua papain thuong mai
quéc té voi papain tuoi va déng khd Viét Nam. Két qua dién di do (trén gel
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polyacrilamit), thé hién trén hinh 56 (trang 198). Hoat tinh thanh phan c&c enzim trong
ché pham papain duoc trinh bay ¢ bang 17 (trang 199).

+ Ung dung cua papain: lam dong sira, thuy phan protein nhu san Xuat bot ca thuc
pham, san Xuat Nugc mam ngan ngay, lam mém thit.

- Gi6i thiéu két qua nghién citu ché pham EPPO (bot axeton) trong 14 ché va hat ca cao
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Chwong 5: ENZIM CO PINH
5.1. Giai thiéu chung:

Enzim ¢b dinh (hay enzim khdng tan) 1& enzim c6 sy tham gia hoat dong trong mot
khdng gian bi gisi han. Su giéi han hoat dong vén linh hoat cua enzim bang céach gian nd
vao mot pha céch ly tach roi khoi pha long tu do va & d6 nd van co kha nang tiép xdc
dugc véi c&c phan tir co chat, effector hay inhibitor (chat tc ché ). Pha gan enzim thuong
khdng tan trong nudc nhung ciing o thé 1a cac polyme wa nudc.

Enzim khéng tan duoc nghién ciru va ting dung tir nhitng nam 1950. Pé ché tao enzim
¢ dinh c6 thé diing cac phuong phép hap phu, lién két hod tri dé gian két enzim. Chat
ding dé gan két enzim goi 1a chat mang (enzim), hién nay nguoi ta thuong ding
xenluloza, tinh bot, rephadex, agaroza, alghinat canxi, gel polyacylamit, bt thuy tinh,
nilon.....Ché pham enzim khong tan co thé ¢ dang bot, hat, phién, mang mong.

Trong mot sd truong hop khéng can thiét phai gan enzim vao chat mang ma co thé gii
n6 & bén trong mang ludi polyme bao quanh lay phan tir enzim. Mang ludi ¢6 c6 mat nho
khong cho phép enzim thoét ra khoi mang nhung van da 16n dé co chat va san pham tao
raqualai dé dang.

Theo thdng k&, dau nim 1995 nguoi ta da ché tao dugc trén 100 ché pham enzim ¢
dinh .

Loi ich cuaviéc s dung enzim ¢ dinh:

- Giam gia thanh do enzim duoc st dung 13p lai nhiéu lan véi ciing mét kiéu phan ang
xUc téc, ché pham bén hon trong céc diéu kién pH, nhiét do, p xuat tham thiu téi uu, toc
d6 phan ung [6n, dé t6 chirc san xuit & mac d6 tu dong hoé cao.

- Ché tao enzim twong d6i dé, dau tu x8y dyng va san xuat twong dbi it, san pham phan
rng khdng 1an 16n véi enzim (chi mot 6 it bi rira tréi theo dong chay cua tac nhan), co
thé dé dang t6 chirc sin xuit c&c san pham |én men bang enzim ngoai bao nhu: ruou
etylic, axit hiru co, axit amin, vitamin.

5.2. Mot sb phwong phéap chi yéu ché tao enzim c6 dinh :

5.2.1.  Microencapsulation ( gbi enzim trong bao cuc nho )

Pugc nghién ciru boi Chang et al (1967-1968)

C& mang polymer thim thiu day 200A° (xenluloza, polysacarit, phi tinh bot ) tao
thanh hat ding viing 10-12M chira c&c phan tir enzim bén trong. Lop mang nay cho phép
co chat vasan pham phan ang enzim duoc qua lai tu do nhung céc phan tir enzim khong
thé qua lai dugc vi cac phan tr qua [6n. Nhu vay néu co chat ¢é phan tir luong qué lén
nhu: poly saccarit, protein ciing khéng thé qua lai mang dugc do d6 khong thé thuc hién
phan (tng enzim dugc.

5.2.2.  Lién két enzim vao chat mang khdng tan (silman va katchal ski-1966)

Céac chat mang nay thuong 1& CMC, silicagen. Luc d6 enzim duoc gan vao chat mang
tao Mot Sb vj tri xa véi trung tam hoat dong caand. Nhu vay dic tinh cua enzim phan ndo
bi thay doi khong con nhu khi né ¢ trang tha hoa tan ty do trong hé nhu: d6 pHogp, top..-
dan dén su thay doi céc tri sd K, Vim
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52.3. Pinh vi enzim trong pha léong cua hé théng 2 pha (Reese and
Mandels.1958)

Enzim dugc hoatan trong phalong vadugc gitr lai trén cot cia chat rin khdng tan nhu
xenluloza. Co chat nam trong pha Iong khéc (pha dung mdi) khuech tan véo pha long
chira enzim va xay ra phan ¢ng Vvéi enzim. Céc san pham phan ang khuéch tan nguoc lai
di rangoai cot. Hé théng ndy gan g|ong véi phuong phap microen capsule ma pha dung
méi dong vai trd nhu mot mang ban tham.

5.2.4.  Giit enzim bing mang siéu loc:

Enzim duoc hoa tan ty do trong dung dich va tién hanh phan ang enzim ngay trong
dung dich ndy. San pham phan ung duoc tch ranhd mang siéu loc chon loc con co chét
vaenzim duoc gitr lai & phia bén kia cha mang.

(Xem hinh veé trang 204 va giai thich trang 205 cua giao trinh)

5.3. Mot sb lién két trong viéc ¢ dinh enzim.

5.3.1. Lién két hoatri: (cong hoé tri)

Chat mang trong phuong phép ndy |a cac polyme tu nhién va céc san xuat cua chiing
nhu: xenluloza, agaroza, alginic acid, chitin, collagen, keratin, cac polyme tong hop: axit
acrylic, polymetan, N — Vinylpyrolidon...

Ban chat cua phuong phép ¢ dinh enzim bang kién két cong hoatri 1aenzim duoc noi
v6i chat mang théng qua “cau néi c6 cuc” nao d6. Cau ndi ndy ¢6 kich thudc vira phai,
mot dau gin voi chat mang polyme, dau kia gan véi enzim.

Vi du: cyanuric chloride (tricloro triazin) c6 3 nhom c0 kha nang tao lién
két d&p tng duoc y&u cau trén, trong d6 c6 mot nhom sz lién két manh véi polyme, nhém
thar 2 v6i enzim, nhdm thir 3 ¢6 thé lién két véi ca 2 wu thé dac biét cuachat nay 14 chd
dién tich cua n6 quyét dinh céc tinh chat ion caa phirc enzim — xenluloza. Phirc ndy ¢
thé trung tinh, &m (anion), duong (cation) phu thudc vao ban chat cia chat gan véi
thir 3

Trong khi d6 mot sb céc phuong phép cd dinh enzim khéc chi do phtic mono — ion
(cation hoac anion).

- Glutaraldehyt ciing hay duoc sir dung [am cau ndi ¢é gan enzim vi né chira 2 nhém —
CHO ¢ hai dau, ¢ pH trung tinh s kién két dugc véi cac nhém amin — NH, tu do.

Nhu vay mot dau s gin vao chat mang, con dau kia gin vao enzim,

5.3.2.  Hap phu vatly:

Chét hap phu va enzim duoc tron 1an véi nhau trong mot khoang thoi gian nhat dinh
dé sy hip phu xay ra nho twong tac bé mat nhu: lién két ion, lién két va béo (ki nuéc),
lién két hidro, lvc Vandewaals. Nhuoc diém cia phuong phép ndy chinh la qua trinh hap
phu enzim co thé xay ra do sy thay d6i pH, nhiét do, thanh phan ion.

- Céc chat mang hitu co ding cho hap phu vat 1y: din xuat polyme ty nhién, DEAE
— xenluloza, DEAF — sephadex. Béy |a cac amonit (mang dién (-))

- Chiat sat ky xotein - Ky nuéc nhu: agaroza cai bién ¢ gan cac nhom mang dién &
dau chudi cacbon hydrat ciané (hai 1oai luc hap phu laluc tinh dién va luc ky nudc gan
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két khong thuan nghich vai nhiéu enzim). Nhém enzim thich hop nhét cho co chat loai
nady lalipaza (co chat ki nugc, khéng tan trong nuéc (wa béo).

- Céc chat mang vo co: kim loai kiém thd, Al,Os, TiO, nhu: thuy tinh x4p, silicagel,
silochrom. Uu diém cua loai chat mang ndy 1a ¢6 x6p Ion, tinh hip phu cao, ché tao &
dang hat dé tao reactor cot (cot phan ang).

5.3.3.  Nhiing diéu can luu y khi thuc hién viéc cb dinh enzim: ‘

Khi lya chon phuong phap vathu nghiém co dinh enzim can luu y cac dieu sau:

- Enzim phai 6n dinh trong nhitng diéu kién xay ra phan tng: quan trong nhat la
hoat luc enzim va do bén caa no theo thoi gian phan ung, diéu ndy quyét dinh hiéu suat
phan ng, hiéu suat tong thu hdi va hiéu qua caatoan bo quétrinh (gidthanh, giatri khoa
hoc vathuc tién, giatri kinh té - xa hoi)

- Néu co thé duoc thi céc hop chit tham gia phan ung tao lién két ngang (gitra chat
mang vaenzim) s& chi yéu chi twong tac véi nhitng nhém chirc ndng nam ngoa tm hoat
dong caa enzim. Néu diéu kién nay khong thuc hién duoc hoan toan thi chat tham gia
phan &ng tao lién két ngang phai c6 kich thuéc 16n khdng cho phép nd xam nhap, anh
huéng dén trung tam hoat dong caa enzim.

- Trung tdm hoat dong caa enzim phai ludn ludn duoc bao vé (néu thuc hién duoc)
bang céc phuong phdp khac nhau. Chang han néu enzim véi tdm hoat dong c6 nhém —
SH thi can phai xt 1y so bd bang glutation hay systein va chi téi hoat hod enzim sau khi
d& gan n6 vao chat mang. Hodc co thé che chan tam hoat dong bang cach bd sung vao
hdn hop phan @ng co chit da duoc bdo hoa bai enzim (néng d6 co chat cao nhat ma
enzim co thé thuc hién dugc phan tng Xxuc t&c)

- Khi rrathiét bi phan tng dé phuc hdi enzim, khéng duoc 1am anh huéng xau dén
hoat tinh enzim d& dugc gan vao chat mang.

- Khi lyachon chat mang (hé c6 dinh) can phai dé y dén phan tng enzim s8 diénra
cu thé sao cho khong 1am anh huang tham chi huy hoai ngay ban than chat mang va san
pham phan tng khéng duoc &c ché hoat dong cia enzim. Chang han khéng thé gan
enzim xenluloza vao chinh chit mang |a xenluloza va cac dan xuit caa né ciing khéng thé
tién hanh phan ang thuy phan xenluloza trén chinh chat mang nay.

- Péy dén do bén cuachat mang (bén co hoc, thuy luc hoc (riratrdi), bén nhiét, bén
gel) nhat la khi phan ang trong nhiing cot cng suat 16n.

5.4. Anh hwéng cia sir ¢o dinh dén hoattinh ciaa enzim.

Khi gan vao cha?:lt mang, enzim ¢ bi giéi han hoat ¢ong trong mcf)tqpahm Vi in traong
xac dinh, lUc d6 cau trdc khong gian cua phan te enzim (va cua ca to hop) c6 the bi thay
doi do do6 co thé lam bien d6i mot so tinh chat cua enzim ban dau. y|' du c6 thé thay doi
khoang pH hoat dong, nhiét 46 hoat dong (va do d6 co thé thay doi pHep, top), tinh dac
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hiéu cua enzim ciing nhu hang sé Michoelis. Tat nhién nhitng thay ddi ndy phu thudc
nhiéu vao ban chit caa chat mang, ndi chung enzim c6 dinh thuong troé nén bén véi cac
yéu té gay bién tinh hon (vi nd da dugc “lam bén” phan ndo boi chat mang) nhung do
hoat dong riéng thuong thap hon enzim ban dau.

5.4.1. Hoat tinh caaenzim cé dinh phu thugc vao ban chit caa chat mang:

Khi enzim duoc giéi han trong pham vi méi truong chat mang xéc dinh s8 xay ra mot
s6 kiéu tuong tac khac nhau cua chat mang |én méi truong hoat dong vi md bao xung
quanh phan tir enzim ¢b dinh

- Kiéu tha nhat dugc goi 1a “hiéu tng phan phdi” (hay “hiéu ung day — kéo”) trong
d6 chat mang polyme nho nhitng tinh chat dic trung s8 16i kéo t6i bé mat caa nd, hoac
day khoi co co chat,san pham phan @ng va céc chat khac 1am tang hay giam tuong ddi
ndng do caa ching trong pham vi méi truong vi mé nam sat canh enzim.

- Kiéu thir hai duoc goi 1&“hiéu ing ngin chan” tic 1& ban than chat mang polyme
ngin can sy khuéch tan ty do cia cac phan tir hudng téi enzim (trong d6 cd co chét) ciing
nhu di khoi enzim (trong d6 c6 san pham phan tng). Tir 6 anh huong truc tiép hay gian
tiép dén hiéu qua xdc tac caaenzim.

Vi du dien hinh latruong hop enzim dugc ¢6 dinh bang chat mang polyanion (poly ion
mang di¢n (-)), ltc do chat mang s& téc dong manh dén co chat cation (mang dién (+)).
Khi d¢6 co chat kiéu nay s tap trung xung quanh truong tac dung vi mé cua chat mang
lam cho mat d6 (ndng do) cia nd s cao hon so voi mat do trung binh trong toan h¢.
Dong thoi chat mang ciing sz 16i kéo bat ky cafidaseo kHAeOEhin@hhn nhu c4c proton
H* hay hidroxoni HsO" (do nuéc c6 tinh dién ly yéu ). Nghia la
ndéng d6 H* tang 1én xung quanh trudng téc dung cia chit mang (va ciing 1a cia enzim)
lam cho pH giam xudng thap hon so véi pH trung binh trong toan hé. Trong truong hop
polyme chit mang va co chat mang dién giéng nhau thi qua trinh trén lai xay ra hoan toan
nguoc lai. Nghia la ndng doé H* lai giam di xung quanh truong téc dung caa chat mang
(vactng la caaenzim) lam cho pH tang Ién cao hon so vai pH trung binh trong toan hé.

Nhu vay ta nhan thay 1a khi sir dung polyme dang polyion 1am chiat mang s& khéng co
su phan bd déu céc ion trong hé, lic dé ndng do ion trong méi truong vi mé xung quanh
enzim s khéc voi ndng do cua chiing trong hé. Biéu d6 1am cho qué trinh dong hoc caa
enzim S8 rat phuc tap, s ¢6 sy sai khéac (nhiéu khi 1a dang ké) céc thdng sb lién quan
nhu: ndng dé co cht, san pham phan tng, pH, ...

Mot vi du khi khao sit sy ¢6 dinh papain trén mang xenluloza nitrat dé thuy phan
gelatin cho két qua ton hon so véi khi enzim ¢ dung dich ty do (hoat d6 enzim ¢b dinh
thip hon hoat ¢6 enzim tu do). P6 1a do ¢ chat mang xenluloza nitrat & hap thy gelatin,
bién tinh so b N6 dé tao diéu kién thuan loi cho sy thuy phan caa enzim dinh kém.

P thi mo ta hiéu ang phan b lai proton Iam giam pH xung quanh enzim cb dinh
(chat mang |a polyanion) nhu sau:

Gia sir pHyp ciia enzim tu do trong dung dich phan ding la 8 va duong cong 1 mo ta
van toc phan @ng phu thudc vao pH c6 dang h|nh chudng nhu trén. Buong cong 2 mo ta
van toc phan ang phu thudc vao pH khi enzim ¢b dinh té bao trén poly polianion. Trong
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khi & pH = 8 ta.cd van téc phan tng bang 50%V max, dé dat dugc gidtri ndy giatri pH bén
trong (pH xung quanh mdi trudng vi md caa enzim) chi can [a 7. Nhu vay mac di o pH
hé thong bang 8 nhung thyc té enzim da hoat dong ¢ doh pH thap hon (=7) ma ¢ d6 hoat
tinh cua né bang 50% giatri cuc dai (dlem A). Do vay phai tang glatn pH. (pH of effect)
t6i 9 dé khi d6 pH; = 8 thi enzim s thé hién hoat tinh toi da caané (diém B)

Nhu vay ta d& thiy co hién tuong xé dich (sai khéc) gia tri trong hé. Bé khiac phuc
ngudi tathém vao hé nhitng phan ang trao do6i ion dién hinh (lyc ion, d6 phan ly cao) dé
ngan can anh hudng caa céc nhom ion anh huang dén chat mang valam dich chuyén pH
hoat dong ciing nhu pHy,. Ciing 6 thé dung dung dich d&ém nong do cao dé khac phuc
dugc hién tuong nay.

Chat mang phan ttr lvgng cang |6n thi cang giam dang ké hoat tinh enzim gan voa d6
S0 V6i chat mang c6 phan tir lwong cang nho. Piéu ndy duoc giai thich boi sy can tro
khodng gian cia phan tir chat mang ddi véi phan tir co chat trong viing trung tam hoat
dong cuaenzim.

5.4.2.  Hoat tinh enzim ¢6 dinh phu thudc vao sy khuéch tan cua co chit, san
pham va céc phan tir khac:

Téc @6 khuéch tan cia co chat, san pham va céc chat khéc phy thugc vao céc yéu to:
kich thudc 16 gel caa chat mang polyme; trong lugng phan tir caa co chat; sy sai khéc do
“hiéu tng phan phéi” (sai khéc vé ndng @6, pH, t° hoat dong...). Trong d6 duong kinh 15
geI, cua chat mang polyme va trong lugng phan tir cua co chat déng vai trd quan trong
nhat.

Hiéu ng phan phéi 1am xuat hién gradien nong do co chat va san pham trong khi tién
hanh phan ¢ng, co thé do dac va viét cac phuong trinh dong hoc cho chiing. Nhiing gii
han khuéch tan c6 thé duoc thé hién hai dang hang rao khuéch tan bén ngod va bén
trong.

Hang rao khuéch tan bén ngoai c6 duoc do co sy ton tai caaldp mong dung mdi khong
bi pha tron bao xung quanh hat polyme. Su hinh thanh n6 nhir c6 s két hop caa khuéch
tan phan tir thu dong (chuyén dong Brown) va sy ddi luu (do sy xuét hién gradien nong
d6 hay gradien nhiét do). Bo day cua lép khuéch tan bén ngoai phu thudc rat nhiéu vao
toc do khudy tron dung mdi, ddy la yéu to hét stc quan trong khi tién hanh phan tng
enzim ¢ dinh.

Hang rao khuéch tan bén trong do chinh chat mang tao ra va chi 6 sy khuéch tan phan
tir thu dong (chuyén dong Brown), khéng bi anh huang boi toc d6 phatron. Hang rao nay
s& 10 ra co anh huang to 16n hon néu enim duoc ¢ dinh vao trong 16ng chat mang chir
khéng phai gan nd vao bé mat caa chat mang.

Nhitng gigi han khuéch tan nay cing véi hiéu tng phan phéi 1am cho céc théng sb
cdng nghé thay doi (c6 khi 1a khé 16n) so véi khi tién hanh véi enzim tu do, day la diéu
can chi y khi mé hinh hod, thiét 1ap quy trinh cong nghé.

5.5. CA&c reactor chira enzim co dinh:

Reactor (cot phan tng) chira enzim duoc sir dung dé tao tiép xuc gitra enzim va co
chat trong mét khoang thoi gian da 1on dé tien hanh phan tng xuc tac, dong thoi tach san
pham phan tng - d¢ lai enzim.
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5.5.1.  Reactor hoat dong theo chu ky.

Thuc té d6 1a nhitng bé 16n hay bdn chira enzim va co chat c6 trang bi mang khudy.
Nhu vay dung tich 1am viéc, hiéu suat chuyén hoa dugc ¢ dinh vanguoi ta cho phan ang
tién hanh triét dé theo tinh toan. Sau d6 th&o can toan bo dé tach san pham khoi enzim
(nhu vay laxong 1 chu ky lam viéc) roi lai chuan bi tién hanh mé khéc. Trong truong hop
enzim tan (1an 16n co chat con du, sin pham phan ing véi enzim) thi dé tach san pham
ngudi tathuong [am bién tinh enzim (vi du bang céch xu ly nhi¢t). Phuong céch sir dung
nay co6 hiéu qua kinh té néu dung enzim ré tién ma san pham phan ng lai c6 gia tri,
enzim dung xong khong thu hdi lai du:oc bé reactor kiéu ndy co thé ding enzim dit tién
cO thé thu hdi dé duing lai trude hét can phai cd dinh no thanh enzim khdng tan. Sau chu
ky phan tng, ché pham enzim khéng tan duoc tach rabang ly tm hay loc. Matrong thuc
té quy trinh thu hdi enzim ndy co thé 1am pha huy ciu tric caa ché pham enzim khéng
tan, nghia la pha huy enzim. Vi vay reactor hoat dong theo chu ky thuong dugc sir dung
vGi enzim tan ré tién, khdng can thu hdi enzim, chi phi san xuat thap hon so véi céc
phuong phap khac.

5.5.2.  Reactor hoat dong theo kiéu dong chay:

Nguyén tic hoat dong cua reactor dong chay 1a sy bd sung co chat (lién tuc hay gian
doan, theo chu ky) theo dong nhat dinh (téc d6 nap, dung tich nap) va san pham phan &ng
cling duogc lay ra theo hinh thirc trong tu véi qua trinh nap co chat.Nguoi ta chia ra 2
nhom reactor dong chay: nhém cé khuay tron va nhom khong khudy tron khi hoat dong.

- Reactor dong chay ¢ khudy tron 1a mot bé (bon hay thiét bi) c6 mang khuay, co
duong dan nap co chat va duong lay hdn hop hay san pham phan &ng ra khoi bé (nguyén
tac chemistat trong nudi ciy vi sinh vat). Cac théng s6 hoat dong cua thiét bi nhu: dung
tich, tbc do bd sung co chat, hoat tinh enzim, téc d6 théo san pham, thoi gian duy tri phan
trng va chu ky 1am viéc thuong duoc téi uu hod theo nhirng muc tiéu da dinh.

Tuy nhién do sy khudy trén nén c&c hat enzim c6 dinh phan b trong toan dung tich
lam viéc caa thiét bi va dugc théo ra ngodi cliing véi san pham phan tng. Dé duy tri
enzim c6 dinh can phai lién tuc hay dinh ky b sung mét lwong ché pham enzim ¢ dinh
bang céch: tach enzim ra khoi san pham bang cach loc, hoat hod tro lai roi dua vao thiét
bi; hoac ¢ dinh enzim truc tiép trén canh khudy, dinh ky bb sung, thay thé méi.

Reactor dong chay c6 khudy tron co thé két hop véi qué trinh siéu loc, diéu ndy cho
phép sir dung enzim ¢ dinh & dang tan trong cac reactor, dic biét thich hop vai co chat
khong tan hay ¢ dang keo.

- Reactor dong chay khoéng khudy tron (xem hinh 63 trang 218 cua giéo trinh).
Enzim ¢6 dinh duoc nhdi vao cot, dich co chat chay tir trén xudng ngdm qua lop enzim
va dau duéi s& nhan dugc dich san pham xuc tac. Mot reactor dong chay Iy tuang khi 1op
co chat chay quatoan bo dién tich mat cit ngang cia cot véi toc do khéng doi - day lahe
thdng reactor téch - day ly tuong. Trong thuc té dich co chat ciing co thé dua tir dudi 1én,
chay trén qua cot con san pham lay ratir trén.

So @6 vanguyén tic 1am viéc xem hinh 63.
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