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NGHIÊN C�U THU NH�N VÀ TINH S�CH ENZYME NGO�I BÀO 
CELLULASE T� CH�NG VI KHU�N �A M�N Bacillus sp. X2 

TÔ LAN ANH, NGUY�N KHÁNH HOÀNG VI�T, NGUY�N V�N HOÀNG,  

TÔ V�N THI�P, NGUY�N TH� NHUNG
 

1. ��T V�N �� 

T�i các vùng ven bi�n h�i ��o, n�i có nhi�u ��n v� quân ��i �óng quân c�ng 

nh� các vùng dân c� sinh s�ng, tình tr�ng ô nhi�m suy thoái môi tr��ng �ang ngày 

càng tr� nên nghiêm tr�ng. Ch�t th�i phát sinh t� nh�ng ho�t ��ng sinh ho�t, s�n 

xu�t v�i hàm l��ng các ch�t h�u c� cao nh� cacbonhydrat, protein, cellulose, 

xylan... th��ng b� nhi�m m�n, khó phân h�y, t�o �i�u ki�n cho các sinh v�t gây b�nh 

truy�n nhi�m nh� ru�i, b�, chu�t, n�m phát tri�n c�ng nh� làm ô nhi�m ��t, ngu�n 

n��c m�t và n��c ng�m. Trong �ó, các h�p ch�t cellulose (lignin, cellulose, 
hemicellulose) là thành ph�n khó phân h�y sinh h�c nh�t chi�m kho�ng 70% theo 

kh�i l��ng khô trong ch�t th�i h�u c� [7]. Cellulose c�ng là polyme ch� y�u c�u t�o 

nên thành t� bào th�c v�t, v�i c�u trúc d�ng bó s�i v�ng ch�c ���c xây d�ng t� các 

��n phân D-glucose liên k�t v�i nhau b�ng liên k�t �-1,4 glycoside [8]. �� phân h�y 

c�u trúc bó s�i b�n v�ng này, c�n có s� k�t h�p c�a 3 lo�i enzyme cellulase: 

endoglucanase (EG), exoglucanase (CBH) và �-D-glucosidase (BG) [3, 6].  

Trên th� gi�i, �ã có r�t nhi�u công trình nghiên c�u v� tách chi�t, tinh s�ch 

cellulase ���c �ng d�ng trong các ngành công nghi�p nh� s�n xu�t gi�y, th�c �n 

ch�n nuôi, ch�t t�y r�a, nhiên li�u sinh h�c hay enzyme th��ng m�i [1÷3, 5]. Bên 

c�nh �ó, cellulase c�ng ���c b� sung vào các ch� ph�m sinh h�c x� lý ô nhi�m môi 

tr��ng, giúp cho quá trình phân h�y các ch�t th�i lignocellulose ��t hi�u qu� cao, 
��ng th�i thúc ��y s� chuy�n hóa v�t ch�t trong t� nhiên.  

� Vi�t Nam, trong th�i gian g�n �ây, các nghiên c�u v� tinh s�ch và bi�u hi�n 

enzyme cellulase tái t� h�p c�ng �ang ���c chú tr�ng nh�m s�n xu�t l��ng l�n 

cellulase �ng d�ng trong các l�nh v�c khác nhau [9÷11]. Tuy nhiên, nhìn chung các 

công trình nghiên c�u v� cellulase ho�t ��ng trong n�ng �� mu�i cao ch�a có nhi�u. 

Vì v�y, trong bài báo này, nhóm tác gi� ti�n hành nghiên c�u thu nh�n và tinh s�ch 

cellulase có kh� n�ng phân h�y cellulose trong �i�u ki�n m�n, �ng d�ng trong s�n 

xu�t ch� ph�m enzyme x� lý ch�t th�i h�u c� có �� m�n cao gây ô nhi�m môi 

tr��ng ven bi�n h�i ��o. 

2. V�T LI�U VÀ PH��NG PHÁP NGHIÊN C�U 

2.1. V�t li�u và hóa ch�t 

Ch�ng vi khu�n X2 ���c phân l�p t� m�u n��c bi�n t�i vùng bi�n H�i Phòng. 

Hóa ch�t: Các hóa ch�t trong nghiên c�u là các hóa ch�t th��ng s� d�ng cho 

vi sinh và sinh h�c phân t� t� các hãng Sigma, Mecrk, Thermo Scientific, GE. 
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2.2. Thi�t b�  

Các thi�t b� thí nghi�m ���c s� d�ng ch� y�u nh�: Máy PCR, thi�t b� �i�n di 

ngang c�a hãng Bio-rad (M�), h� th�ng ch�p �nh �i�n di Mega bio print c�a hãng 

Fisher biotech (Úc), máy ly tâm l�nh c�a hãng Orto alresa (Tây Ban Nha), thi�t b� 

tinh s�ch protein c�a hãng GE (USA), b� �i�n di protein c�a hãng Cleaver (M�). 

2.3. Ph��ng pháp nghiên c�u 

2.3.1. Kh�o sát m�t s� ��c �i�m sinh lý, sinh hóa c�a ch�ng 

Ti�n hành xác ��nh hình thái khu�n l�c, hình thái t� bào, kh� n�ng sinh bào t� 

và xây d�ng ���ng cong sinh tr��ng c�a ch�ng. 

2.3.2. ��nh danh ch�ng vi khu�n và xây d�ng cây phát sinh loài 

Tách chi�t và tinh s�ch DNA t�ng s� c�a ch�ng b�ng b� Kit tinh s�ch DNA 

c�a hãng ANABIO. �o�n gene 16S rRNA ���c khu�ch ��i b�ng ph�n �ng PCR s� 

d�ng c�p m�i 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCT CAG-3’) và 1492R (5’-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3’). Chu k� nhi�t c�a ph�n �ng PCR nh� sau: 95ºC 

trong 3 phút, 30 chu k� v�i các b��c: bi�n tính � 95ºC trong 30 giây, g�n m�i 51ºC 

trong 15 giây, t�ng h�p � 72ºC trong 2 phút. S�n ph�m PCR ���c ki�m tra b�ng 

�i�n di gel agarose và g�i �i gi�i trình t� t�i Trung tâm 1st BASE (Singapore), s� 

d�ng Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) v�i 

c�p m�i 518F (5'-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3') và 800R (5'-

TACCAGGGTATCTAATCC-3'). Trình t� gene 16S rRNA sau khi gi�i trình t� 

���c BLAST �� tìm ra các ch�ng có �� t��ng ��ng cao và xây d�ng cây phát sinh 

loài s� d�ng ph��ng pháp Neighbor joining trong ph�n m�m BioEdit. 

2.3.3. Nghiên c�u �nh h��ng c�a m�t s� �i�u ki�n nuôi c�y ��n kh� n�ng 

sinh enzyme cellulase c�a ch�ng vi khu�n X2 

Thí nghi�m ���c ti�n hành nh�m kh�o sát �nh h��ng c�a thành ph�n môi 

tr��ng ban ��u, nhi�t ��, pH, n�ng �� mu�i t�i quá trình thu nh�n cellulase ngo�i 

bào c�a ch�ng. Ch�ng ���c nuôi c�y trong các môi tr��ng: (1) CMC 10 g/L; NaCl 

30 g/L; pepton 10 g/L; cao n�m men 5 g/L, (2) CMC 10 g/L; NaCl 30 g/L; 

(NH4)2SO4 1 g/L; K2HPO4 1 g/L; CaCl2 0,04 g/L; MgSO4 0.3 g/L; cao n�m men 1 

g/L, (3) CMC 10 g/L; NaCl 30 g/L; glucose 1 g/L; cao n�m men 3 g/L; pepton 5 

g/L. Ti�n hành thu d�ch enzyme ngo�i bào c�a ch�ng trong các môi tr��ng l�a ch�n 

vào th�i �i�m 24 h, 48 h, 72 h, 96 h �� xác ��nh ho�t tính enzyme, t� �ó l�a ch�n 

môi tr��ng và th�i �i�m thu nh�n enzyme. Nuôi c�y ch�ng trong môi tr��ng nuôi 

c�y �ã l�a ch�n, l�n l��t xác ��nh ho�t tính enzyme � các �i�u ki�n nhi�t �� 30ºC, 

37ºC, 40ºC, 50ºC, các pH 6, 7, 8, 9 và các n�ng �� mu�i là 0; 20; 30; 40, 50 g/L. 
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2.3.4. K�t t�a protein b�ng (NH4)2SO4 

150 ml d�ch enzyme thô ���c b� sung t� t� mu�i (NH4)2SO4 bão hòa 80%, 
khu�y ��u nh� nhàng b�ng ��a th�y tinh cho ��n khi tan h�t. Ti�p t�c khu�y thêm 
30 phút sau �ó �em ly tâm 9000 vòng/phút, 15 phút, 4oC, lo�i b� d�ch n�i. Hòa tan 
k�t t�a b�ng 10ml dung d�ch ��m Tris 20 mM pH 8. D�ch enzyme sau khi hòa tan 
���c ti�n hành th�m tích qua �êm b�ng túi th�m tích kích th��c 10 kDa, s� d�ng 
��m Tris 10 mM pH 8, thay ��m 4 l�n trong quá trình th�m tích.  

2.3.5. Tinh s�ch enzyme b�ng s�c ký trao ��i ion và ki�m tra s�n ph�m sau 
tinh s�ch 

Cellulase thu nh�n ���c sau khi k�t t�a v�i mu�i (NH4)2SO4 ���c ti�n hành 
tinh s�ch qua c�t XK16 c�a hãng GE (USA) s� d�ng Superloop 10ml, nh�a trao ��i 
ion âm DEAE, pha ��ng ��m Tris 20 mM pH 8, t�c �� dòng 2 ml/phút. Ch��ng 
trình ch�y tinh s�ch cellulase ���c ti�n hành nh� sau: Cân b�ng 5 CV; R�a c�t 4 
CV; R�a gi�i 5 CV ch� �� gradient 0÷100% Tris 20 mM NaCl 2M pH 8; R�a c�t 5 
CV; Cân b�ng l�i 5 CV, trong �ó CV là th� tích c�t (column volume). Các phân 
�o�n 2 ml thu ���c b�o qu�n � 4oC và xác ��nh ho�t �� cellulase. 

S�n ph�m sau khi tinh s�ch ���c ki�m tra b�ng ph��ng pháp �i�n di bi�n tính 
trên gel polyarylamide (SDS-PAGE), so sánh v�i thang chu�n kích th��c 10÷200 kDa. 

2.3.6. Xác ��nh ho�t �� và ho�t tính enzyme 

• ��nh tính enzyme cellulase b�ng ph��ng pháp ��c l� th�ch  
Chu�n b� môi tr��ng ��a peptri g�m có CMC 2 g/L, NaCl 30 g/L, Agar 20 

g/L, ��c l� ���ng kính 10 mm. Nh� 200 �l d�ch enzyme thô vào các l� th�ch, ��t � 
4ºC trong 8 ti�ng sau �ó ��t các ��a th�ch � �i�u ki�n 37ºC qua �êm. Ho�t tính 
enzyme ���c xác ��nh qua kích th��c vòng phân gi�i (D’-d’, mm). Trong �ó D’ là 
���ng kính vòng phân gi�i, d’ là ���ng kính l� khoan. M�u ��i ch�ng âm s� d�ng 
n��c c�t thay th� cho d�ch enzyme. 

• Xác ��nh ho�t �� enzyme 
Ho�t �� enzyme ���c xác ��nh theo ph��ng pháp ���ng kh�-DNS (3,5-

dinitrosalicylic acid) [4]. C��ng �� màu c�a h�n h�p ph�n �ng t� l� thu�n v�i n�ng 
�� ���ng kh� t�o thành t� quá trình phân c�t phân t� c� ch�t CMC c�a enzym 
celllulases trong m�t ph�m vi nh�t ��nh. Ho�t �� enzyme (U/ml) là l��ng enzyme 
gi�i phóng ra 1 �mol glucose trong 1 phút.  

3. K�T QU� VÀ TH�O LU�N 

3.1. Kh�o sát m�t s� ��c �i�m sinh lý sinh hóa và ��nh danh ch�ng vi khu�n 

3.1.1. Kh�o sát m�t s� ��c �i�m sinh tr��ng c�a ch�ng vi khu�n X2 

Ch�ng vi khu�n X2 ���c ti�n hành ho�t hóa và nuôi c�y trên môi tr��ng LB 
b� sung CMC 10 g/L và NaCl 30 g/L, nuôi � 37oC, l�c 150 vòng/phút. K�t qu� 
nhu�m Gram cho th�y ch�ng là vi khu�n Gram d��ng, hình que, có kh� n�ng sinh 
bào t�, phát tri�n t�t trên môi tr��ng LB v�i n�ng �� NaCl 30 g/L (hình 1).  
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Hình 1a. Hình thái khu�n l�c  

c�a ch�ng vi khu�n X2 

Hình 1b. Hình thái t� bào  

c�a ch�ng vi khu�n X2 

Ti�n hành thu d�ch nuôi c�y ch�ng t�i các th�i �i�m khác nhau và �o m�t �� 
quang c�a d�ch � b��c sóng 600nm �� kh�o sát ���ng cong sinh tr��ng c�a ch�ng. 
K�t qu� cho th�y ch�ng có kh� n�ng thích nghi nhanh trong môi tr��ng nuôi c�y. 
M�t �� quang t�ng m�nh t� sau 12h và ��t c�c ��i � 42 h, pha cân b�ng t� 36÷48 h 
(hình 2). 

 

Hình 2. ��ng h�c quá trình sinh tr��ng c�a ch�ng X2 trong môi tr��ng LB 

3.1.2. ��nh danh ch�ng vi khu�n X2  

�o�n gen 16S rRNA ���c nhân PCR v�i c�p m�i ��c hi�u 27F và 1492R. S�n 

ph�m PCR ���c ki�m tra b�ng �i�n di trên agarose 1% thu ���c 1 b�ng có kích 

th��c kho�ng 1,5 kb. Trong khi �ó m�u ��i ch�ng âm (không có khuôn DNA) thì 

không xu�t hi�n b�ng nào (hình 3).  
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Hình 3. �i�n di s�n ph�m PCR �o�n gene 16S rRNA ch�ng vi khu�n X2 

M: Marker 

-ve: M�u ��i ch�ng âm (dùng n��c thay th� cho khuôn DNA) 

+ve: M�u ��i ch�ng d��ng (dùng DNA tách chi�t t� E.coli làm khuôn) 

X2: S�n ph�m PCR �o�n gen 16S rRNA c�a ch�ng X2 

Trình t� nucleotide có kích th��c 1496 bp thu ���c sau khi gi�i trình t� ���c 
so sánh v�i các trình t� �ã công b� �� tìm ra các ch�ng có �� t��ng ��ng cao so v�i 
ch�ng X2 và xây d�ng cây phát sinh loài. K�t qu� cho th�y, ch�ng X2 có �� t��ng 
��ng cao nh�t là 99% so v�i nhi�u ch�ng Bacillus licheniformis DSM 13. Vì v�y, 
k�t lu�n ch�ng X2 thu�c chi Bacillus, có kh� n�ng thu�c loài Bacillus licheniformis, 
và ���c �� ngh� ��t tên Bacillus sp. X2. 

 

Hình 4. Cây phát sinh loài ch�ng vi khu�n X2 d�a trên so sánh  

�� t��ng ��ng c�a trình t� 16S rRNA 
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3.2. Nghiên c�u �nh h��ng c�a m�t s� �i�u ki�n nuôi c�y ��n ho�t tính 
cellulase c�a ch�ng Bacillus sp. X2 

3.2.1. Môi tr��ng nuôi c�y và th�i gian thu nh�n enzyme 

Nuôi c�y ch�ng trong các môi tr��ng 1, 2, 3 có thành ph�n dinh d��ng khác 
nhau, th�i �i�m thu d�ch enzyme ngo�i bào �� xác ��nh ho�t tính là 24 h, 48 h, 72 h, 
96 h. Ho�t tính enzyme ngo�i bào c�a ch�ng vi khu�n Bacillus sp. X2 d�a trên kích 
th��c vòng th�y phân trong các môi tr��ng và th�i �i�m khác nhau ���c th� hi�n 
trong b�ng 1. 

B�ng 1. Ho�t tính cellulase c�a ch�ng Bacillus sp. X2 � các 

môi tr��ng nuôi c�y và th�i �i�m khác nhau 

           Môi tr��ng 

Th�i gian 

D-d (mm)  

MT1 

D-d (mm)  

MT2 

D-d (mm)  

MT3 

24 h 10 11 10 

48 h 15 15 16 

     72 h 21 19 19 

96 h 20 15 17 

D�a vào b�ng 1 có th� th�y, trong 3 môi tr��ng nuôi c�y, ho�t tính cellulase 
c�a ch�ng ���c th� hi�n t�t nh�t � môi tr��ng 1 là môi tr��ng LB có b� sung c� 
ch�t CMC 10 g/L, n�ng �� mu�i 30 g/L, ho�t tính ��t cao nh�t � th�i �i�m 72 h 
(vòng th�y phân ��t 21 mm). Do �ó, nhóm tác gi� l�a ch�n môi tr��ng 1 cho các 
nghiên c�u ti�p theo, ��ng th�i l�a ch�n th�i �i�m 72 h thu nh�n d�ch enzyme. 

3.2.2. Nhi�t �� và pH 

Nuôi c�y ch�ng trong môi tr��ng 1 �ã l�a ch�n l�n l��t � các nhi�t �� và pH 
khác nhau, k�t qu� xác ��nh ho�t tính enzyme ���c th� hi�n � hình 5. 

  

Hình 5a. Ho�t tính cellulase c�a ch�ng  

Bacillus sp. X2 � các nhi�t �� khác nhau 

Hình 5b. Ho�t tính cellulase c�a ch�ng  
Bacillus sp. X2 � các pH khác nhau 
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V�i môi tr��ng 1, kh� n�ng thu nh�n enzyme ngo�i bào c�a ch�ng khá t�t � 

nhi�t �� 30÷37ºC và t�t nh�t � 40ºC. �i�u này phù h�p v�i các nghiên c�u tr��c �ó 

v� Bacillus licheniformis là loài vi khu�n hi�u khí, �a �m. Bên c�nh �ó, ch�ng c�ng 

th� hi�n kh� n�ng sinh enzyme ngo�i bào t�t trong �i�u ki�n pH t� 5÷9, tuy nhiên 

pH trung tính 6÷7 là thích h�p nh�t cho quá trình thu nh�n enzyme ngo�i bào. 

Ch�ng vi khu�n Bacillus sp. X2 là ch�ng vi khu�n thích nghi trong môi tr��ng n��c 

bi�n có pH ≥ 7, do �ó, nhóm tác gi� l�a ch�n pH 7 và nhi�t �� 40ºC �� nuôi c�y 

ch�ng cho quá trình thu nh�n enzyme.  

3.2.3. N�ng �� mu�i NaCl trong môi tr��ng nuôi c�y 

��i v�i ch�ng vi khu�n �a m�n, n�ng �� mu�i có �nh h��ng r�t l�n ��n kh� 

n�ng sinh tr��ng và sinh enzyme ngo�i bào. Nuôi c�y ch�ng Bacilus sp. X2 trong 

môi tr��ng 1, pH 7 và nhi�t �� 40ºC, � các n�ng �� NaCl 0; 20; 30; 40; 50 g/L. K�t 

qu� ���c th� hi�n trên hình 6. 

 

Hình 6. Ho�t tính cellulase c�a ch�ng Bacilus sp. X2 � n�ng �� mu�i khác nhau 

Kh� n�ng thu nh�n enzyme ngo�i bào c�a ch�ng ��t hi�u qu� t�t trong kho�ng 

n�ng �� mu�i 0÷30 g/L và cao nh�t � n�ng �� mu�i 30 g/L. Tuy nhiên, � n�ng �� 

mu�i cao h�n, ch�ng v�n có kh� n�ng sinh enzyme ngo�i bào t��ng ��i t�t. Vì v�y, 

ch�ng phù h�p làm ngu�n thu nh�n enzyme cho quá trình s�n xu�t ch� ph�m phân 

h�y ch�t th�i h�u c� có �� m�n cao t�i các vùng ven bi�n h�i ��o. 

3.2.4. Nuôi c�y thu nh�n enzyme cellulase  

Sau quá trình, �i�u ki�n nuôi c�y ch�ng �� thu nh�n enzyme ���c l�a ch�n là 

môi tr��ng LB b� sung CMC 10 g/L, n�ng �� mu�i 30 g/L, nhi�t �� 40ºC, pH 7, thu 

nh�n sau 72h. K�t qu� �ánh giá ho�t tính cellulase trong môi tr��ng nuôi c�y t�i �u 

���c th� hi�n trên hình 3.6 và b�ng 3.2. Ho�t �� enzyme sau 72 h là 0,231U/ml xác 

��nh b�ng ph��ng pháp ���ng kh� DNS. Ho�t �� enzyme t��ng ��i th�p so v�i các 
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nghiên c�u �ã công b� tr��c �ây có th� là do th�i �i�m thu nh�n ���c l��ng 

enzyme nhi�u nh�t ch�a ph�i là �i�u ki�n t�i �u cho ho�t ��ng c�a enzyme. Bên 

c�nh �ó, th�i �i�m 72h là th�i �i�m t� bào �ang � pha suy vong, s� phân h�y n�i 

bào gi�i phóng các enzyme protease phân h�y protein ngo�i bào có trong canh 

tr��ng, làm ho�t �� cellulase gi�m.  

 

 

Th�i 
gian 

Ho�t �� 

(U/mL) 
D-d (mm) 

24 h 0,157 12 

48 h 0,176 19 

72 h 0,231 24 
 

Hình 7. Ho�t tính cellulase c�a 
ch�ng theo ph��ng pháp ��c l�  

B�ng 2. Ho�t �� và ho�t tính cellulase c�a 
ch�ng trong �i�u ki�n nuôi c�y t�i �u 

3.3. Tinh s�ch enzyme cellulase 

150 ml d�ch enzyme thô có hàm l��ng protein t�ng 2271 mg và ho�t �� t�ng 

34,65U. Sau k�t t�a, 10 ml enzyme thu ���c ��t ho�t �� 15,8 U v�i hàm l��ng 

protein là 216,8 mg. Ti�n hành tinh s�ch enzyme b�ng s�c ký trao ��i ion v�i nh�a 

DEAE, cân b�ng b�ng ��m Tris HCl 20 mM pH 8 và r�a gi�i v�i Tris HCl 20 mM 

pH 8 NaCl 2M theo gradient t� 0÷100%. K�t qu� thu ���c 1 peak t� phân �o�n 7 

��n 14 trong quá trình r�a gi�i (hình 3.8). D�ch thu ���c t� t�t c� các giai �o�n c�a 

quá trình tinh s�ch nh� r�a c�t, r�a gi�i ���c gi� l�i và xác ��nh ho�t �� cellulase. 

K�t qu� cho th�y ch� có các phân �o�n t� 7 ��n 14 � giai �o�n r�a gi�i có ho�t tính 

cellulase. Các phân �o�n này ���c gom l�i, có ho�t �� t�ng là 0,49 U và hàm l��ng 

protein 4,4 mg. K�t qu� tinh s�ch cellulase ���c trình bày trên b�ng 3. 

B�ng 3. M�c �� tinh s�ch c�a enzyme cellulase thu nh�n  

t� ch�ng Bacillus sp. X2 � các phân �o�n khác nhau 

Phân �o�n 
Ho�t �� 
t�ng (U) 

Protein t�ng 
(mg) 

Ho�t �� riêng 
(U/mg) 

�� tinh s�ch 

D�ch enzyme thô 34,56 2271 0,015 1 

K�t t�a mu�i 15,8 216,8 0,07 4,7 

S�c ký trao ��i ion 0,49 4,4 0,11 7,3 
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Hình 8. S�c ký �� quá trình tinh s�ch cellulase  

b�ng s�c ký trao ��i ion              

 UV 280 nm (mAU) 

 N�ng �� dung d�ch r�a gi�i (%) 

 �� d�n �i�n (mS/cm) 
 

Hình 9. �i�n di s�n ph�m 
enzyme cellulase sau tinh 
s�ch b�ng s�c ký trao ��i ion 

M1: S�n ph�m sau tinh s�ch 

Marker: Thang protein chu�n 

D�ch enzyme thô sau khi k�t t�a b�ng mu�i và tinh s�ch b�ng s�c ký trao ��i 

ion có �� tinh s�ch cao h�n 7 l�n so v�i ban ��u, ho�t �� riêng c�a enzyme thu ���c 

là 0,11 U/mg. �i�n di s�n ph�m sau tinh s�ch thu ���c cho k�t qu� trên b�ng �i�n di 

v�i 2 v�ch có kích th��c kho�ng 45 kDa và 25 kDa, ngoài ra còn có 1 b�ng m� có 

kích th��c kho�ng 85 kDa (hình 3.9). �i�u �ó ch�ng t� có th� cellulase c�a ch�ng là 

m�t h�n h�p các enzyme v�i các kích th��c khác nhau, nh�ng có �i�n tích t��ng 

��i gi�ng nhau do �ó chúng ch�a th� phân tách hoàn toàn sau quá trình ch�y s�c ký 

trao ��i ion. Các enzyme này có th� mang ho�t tính phân c�t endo- ho�c exo- và 

�óng vai trò h� tr� nhau trong quá trình phân c�t hoàn toàn chu�i s�i cellulose.  

Theo k�t qu� gi�i trình t� các ch�ng thu�c loài Bacillus licheniformis, có m�t 

s� gene mã hóa cho endoglucanase kích th��c 79,5 kDa (mã genbank là EID46754), 

63,56 kDa (mã genbank là EID46755) và 59,6 kDa (mã genbank là EID46965.1). 

M�t s� enzyme cellulase khác t� Bacillus licheniformis c�ng �ã ���c nghiên c�u có 

ho�t tính exoglucanase v�i kích th��c 81,02 kDa, hay ho�t tính endoglucanase có 

kích th��c 54,99 kDa (theo Uniprot.org). Ngoài ra, các enzyme có kích th��c 29 

kDa, 37 kDa c�ng �ã ���c nghiên c�u v� kh� n�ng phân h�y cellulose [2, 5]. �i�u �ó 

cho th�y, r�t nhi�u ch�ng thu�c loài Bacillus licheniformis �ã ���c nghiên c�u có 

kh� n�ng t�ng h�p các lo�i cellulase khác nhau. Vì v�y, s�n ph�m sau tinh s�ch trong 

nghiên c�u này s� ti�p t�c ���c phân tách và nghiên c�u các ho�t tính 

endoglucanase, exoglucanase hay glucosidase ph�c v� cho m�c �ích s�n xu�t ch� 

ph�m enzyme tái t� h�p. 
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4. K�T LU�N 

Ch�ng vi khu�n sinh cellulase ch�u m�n thu�c chi Bacillus ���c �� ngh� ��t 

tên là Bacillus sp. X2. Ch�ng có kh� n�ng sinh t�ng h�p cellulase t�i �u trong môi 

tr��ng LB, � n�ng �� mu�i 30 g/L, nhi�t �� 40ºC, pH 7. Sau tinh s�ch cellulase thu 

���c có ho�t �� riêng 0,11 U/mg cao h�n 7 l�n so v�i d�ch enzyme thô ban ��u. K�t 

qu� ch�y �i�n di SDS-PAGE s�n ph�m sau tinh s�ch thu ���c 3 b�ng v�i các kích 

th��c t��ng �ng 25 kDa, 45 kDa, 85 kDa. Các protein này s� ti�p t�c ���c phân 

tách và nghiên c�u ho�t tính phân h�y cellulose (endoglucanase, exoglucanase, �-

glucosidase) t�o ti�n �� cho nghiên c�u s�n xu�t ch� ph�m enzyme cellulase �ng 

d�ng trong x� lý ch�t th�i h�u c� vùng ven bi�n h�i ��o Vi�t Nam. 
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SUMMARY 

PRODUCTION AND PURIFICATION OF HALOPHILIC CELLULASE 

FROM Bacillus sp. X2 

Extracellular cellulase was purified from culture supernatants of the halophilic 

bacterium X2, which was identified as a Bacillus species by analysis of 16S rRNA 

gene sequence and named as Bacillus sp X2. Under optimized conditions, including 

pH 7.0, 40°C and 30 g/L NaCl, incubation for 72 h in Luria-Bertani medium, the 

strain Bacillus sp. X2 exhibited a maximum production of cellulase. After 

purification by ion exchange chromatography with DEAE resin, the purified enzyme 

performed a specific activity of 0,11 U/mg, 7-fold higher than that of the 

supernatants, and showed 3 bands on SDS-PAGE with molecular weight of 25, 45, 

85 kDa, respectively. 

Keywords: Halophilic cellulase, purification of cellulase, Bacillus licheniformis.   
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