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Tóm tắt: Catalase là enzyme có mặt ở peroxisome trong hầu hết các tế bào hiếu khí và là một thành phần trung tâm của các quá trình khử độc, ngăn chặn nhanh sự hình thành H2O2 bằng cách xúc tác cho quá trình phân giải H2O2 thành H2O và O2. Trong nghiên cứu này, catalase từ Bacillus subtilis PY79 đã được tinh sạch bằng phương pháp tủa ammonium sulfate bão hòa ở nồng độ 50% kết hợp với sắc kí trao đổi ion âm Q-sepharose và sắc kí trao đổi ion dương CM-sepharose. Catalase tinh sạch có hoạt độ riêng là 30.717,2 U/mg và hiệu suất thu hồi đạt 8,9%. Enzyme hoạt động trong khoảng pH từ 5 – 11, nhiệt độ 4 – 40oC và tối thích tại pH 7,0; nhiệt độ 37oC. Enzyme có giá trị Km với H2O2 là 14,4 mM và Vmax đạt 16294,83 U/mg. Ngoài ra, catalase tinh sạch bị ức chế bởi NaN3, FeCl3, FeSO4, NaCl ở các nồng độ lần lượt: 5 µM, 15 mM, 50 mM, 2 M và không bị ảnh hưởng bởi MgSO4 và MnSO4  đến nồng độ 1 M. 
Từ khóa: Bacillus subtilis PY79, catalase, tinh sạch, tính chất catalase.
1. Mở đầu
Catalase (EC 1.11.1.6) là enzyme có mặt ở hầu hết các sinh vật hiếu khí bao gồm thực vật, động vật và vi sinh vật [1]. Enzyme là một trong những thành phần trung tâm của các quá trình khử độc, ngăn chặn nhanh chóng sự hình thành phản ứng hydroxyl bằng cách xúc tác sự phân hủy H2O2 thành H2O và O2 [2]. Catalase điển hình hoạt động trong khoảng pH 5 – 10, tối ưu tại pH 6 – 8 và ổn định ở nhiệt độ từ 10 – 30oC [3]. Catalase từ các nguồn khác nhau chủ yếu là một tetramer với khối lượng phân tử (KLPT) từ 220 đến 270 kDa [4] và đã được ứng dụng trong nhiều quy trình công nghệ sinh học khác nhau. Do có hoạt tính phân giải nhanh H2O2 nên catalase có khả năng ức chế sự phân giải của tế bào thần kinh, apoptosis, viêm, lão hóa và một loạt các khối u [5-9]; hỗ trợ phân phối thuốc nội bào [10] và sử dụng trong định lượng cholesterol [11]. Theo một số công bố gần đây, sự giảm của catalase có thể đóng vai trò trong quá trình bạc tóc sớm ở người. H2O2 tự nhiên được tạo ra bởi các hoạt động trao đổi của cơ thể và catalase có vai trò phân giải chúng rất nhanh. Do vậy, nếu hàm lượng catalase giảm đi, nó sẽ không thể phân hủy hết H2O2, dẫn đến tóc bị tẩy trắng từ bên trong. Nhận định này vẫn đang được làm sáng tỏ với hy vọng phát triển các phương pháp chữa bạc tóc dựa trên việc bổ sung catalase [12]. 
Catalase từ các vi khuẩn khác nhau đã được tinh sạch và nghiên cứu tính chất như từ chủng V. rumoiensis S-1T [13], C. terrigena [14], chủng R. radiobacter 2-1 [15]. Bacillus subtilis (B. subtilis) được xem như chủng vi khuẩn có lợi cho con người và đã được sử dụng để sản xuất các chế phẩm sinh học [16, 17]. Cho đến nay, ở Việt Nam chưa có nghiên cứu nào về tinh sạch và xác định các tính chất của catalase từ nguồn gốc tự nhiên. Các nghiên cứu chủ yếu là định tính và định lượng hoạt tính của catalase có trong mẫu dịch chiết [18]. Vì vậy, trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành nghiên cứu tinh sạch và xác định một số tính chất của catalase từ B. subtilis PY79 với mục tiêu tạo được chế phẩm enzyme có độ tinh sạch và hoạt tính tốt để phục vụ cho các nghiên cứu ứng dụng.
2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu
2.1. Vật liệu
Chủng vi khuẩn B. subtilis PY79 là quà tặng của Giáo sư Simon Ctting, Đại học Hoàng Gia Holloway London, Vương quốc Anh.
Gel Q-sepharose Fast Flow, CM-sepharose Fast Flow được mua từ hãng GE Healcare (Mỹ); H2O2 được mua từ hãng Sigma Aldrich (Mỹ); thang chuẩn protein được mua từ Themo scientific (Mỹ); các hóa chất khác đều được mua từ các hãng uy tín và đạt độ tinh khiết cần cho nghiên cứu sinh học phân tử.
2.2. Phương pháp nghiên cứu
2.2.1. Nuôi cấy vi khuẩn và thu nhận dịch chiết protein
Vi khuẩn B. subtilis từ môi trường thạch được cấy vào năm môi trường lỏng khác nhau bao gồm LB (Tryptone 1%, cao nấm men 0,5%, NaCl 1%); DSM (Nutrient Broth 8% g; MgSO4 1 mM; MnCl2 10 mM; CaCl2 1 µM; FeSO4 1µM); PYS (Peptone 1%, cao nấm men 0,5%, NaCl 0,5%); TBS có 1% cao nấm men (Peptone 1,5%, tryptone 0,5%, cao nấm men 1%, NaCl 0,5%) và môi trường ký hiệu MT5 (Glucose 3%, peptone 0,5%, cao nấm men 0,2%, NaH2PO4.2H2O 0,61%, K2HPO4.3H2O 0,61%, (NH4)2SO4 0,3%, MgSO4.6H2O 0,3%) [19], nuôi cấy lắc 200 vòng/phút tại 37oC. Sau 14-16 giờ, trẻ hoá tế bào trong 1 lít môi trường sao cho mật độ tế bào A600 =0,05 và cảm ứng vi khuẩn sinh catalase bằng cách bổ sung các nồng độ khác nhau của H2O2 (cảm ứng 4 lần, mỗi lần cách nhau 10 phút) trong pha sinh trưởng. Thu nhận lại tế bào vi khuẩn sau 0,5 - 3 giờ cảm ứng bằng cách ly tâm với tốc độ 6000 vòng/phút ở 4oC trong 10 phút.  
Dịch chiết tế bào đã được thu nhận bằng cách hoà tan vi khuẩn trong 50 ml đệm phosphat 50 mM, pH 7,0 (đệm A); siêu âm phá tế bào (4 lần, mỗi lần 30 giây) tại 4oC trong đệm A. Dịch siêu âm sau đó được ly tâm ở 4oC, tốc độ 12000 vòng/phút trong 30 phút để loại bỏ cặn tế bào và thu dịch nổi cho các nghiên cứu tiếp theo.
2.2.2. Tinh sạch enzyme catalase từ dịch chiết vi khuẩn B. subtilis
Catalase bước đầu được tinh sạch từ dịch chiết vi khuẩn B. subtilis bằng kết tủa với (NH4)2SO4 bão hòa ở các nồng độ khác nhau 30 - 60%. Sau khi ủ ở 4oC trong 3 giờ, tiến hành loại dịch nổi và thu lấy tủa bằng ly tâm 12000 vòng/phút ở 4oC trong 30 phút, hòa tan phần tủa trong đệm A. Phần lớn catalase đã được tìm thấy trong phân đoạn tủa 50 và 60% ammonium sulfate. Dịch hoà tủa 50% được thẩm tích loại muối qua đêm ở 4oC trong đệm Tris-HCl 20 mM, pH 8,0 (đệm B) và được sử dụng cho các bước tinh sạch tiếp theo.
Bước tiếp theo, dịch thẩm tích được cho lên cột Q-sepharose (2,5x4 cm) đã được cân bằng với đệm B, tốc độ dòng chảy 0,5 ml/phút. Sau khi rửa các phân đoạn protein không gắn cột bằng đệm B, các phân đoạn protein gắn cột đã được rửa chiết bằng gradient NaCl (0-0,7 M) trong đệm B. Các phân đoạn thu nhận (1 ml) sau đó được xác định hoạt tính của catalase và định lượng protein bằng đo độ hấp thụ tại A280 nm. Các phân đoạn có hoạt tính của catalase sẽ được dồn lại, cô đặc bằng amplicon 10 kDa (Mllipore) và thẩm tích ở 4oC qua đêm trong đệm CH3COONa 20 mM, pH 4,8 (đệm C).
Dịch cô và thẩm tích cho lên cột CM-sepharose (1x2 cm) đã được cân bằng bằng đệm C. Sau khi rửa các protein không gắn hoặc gắn không đặc hiệu, protein gắn cột sẽ được rửa chiết bằng đệm C có lần lượt 0,1 M, 0,3 M và 0,5 M NaCl. Các phân đoạn có hoạt tính của catalase được dồn lại với nhau và thẩm tích loại muối ở 4oC trong đệm A và bảo quản ở nhiệt độ -20oC cho các nghiên cứu tiếp theo.
2.2.3. Xác định hoạt độ của catalase 
Hoạt độ của catalase được xác định dựa trên khả năng phân giải cơ chất H2O2 ở nhiệt độ 37oC sử dụng máy quang phổ khả biến ở bước sóng 240 nm [19]. Lượng H2O2 phân giải trong mỗi phút được tính bằng cách sử dụng định luật Lambert Beer với hệ số hấp thụ của H2O2 ở bước sóng 240 nm là 43,6 M-1cm-1. Một đơn vị hoạt độ của catalase phân giải 1 µmol của H2O2 trong một phút ở 37oC tại pH 7,0.
 2.2.4. Xác định hàm lượng protein
Hàm lượng protein được xác định bằng cách sử dụng định luật Lambert Beer với hệ số hấp thụ của catalase ở bước sóng 280 nm là 40,75 M-1cm-1.
2.2.5. Ảnh hưởng của pH đến hoạt độ của catalase và pH tối thích
Để xác định pH hoạt động tối thích, catalase tinh sạch từ B. subtilis PY79 (212 U) đã được đo hoạt tính ở các dung dịch đệm có pH 4-12 tại nồng độ 50 mM các đệm: CH3COONa (pH 4-5); Kali phosphate (pH 6-7); Tris-HCl (pH 8); glycine-NaOH (pH 9-10), đệm Na2HPO4-NaOH  (pH 11-12). 
Để xác định độ ổn định pH của catalase, enzyme tinh sạch được pha trong đệm có pH từ 4-12 và ủ ở 37oC trong 30 phút. Xác định hoạt độ của catalase như mục 2.2.3 và hoạt độ cao nhất thể hiện 100% hoạt tính của catalase.
2.2.6. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt độ của catalase và nhiệt độ tối thích
Để xác định nhiệt độ tối thích  đối cho hoạt động của catalase, enzyme tinh sạch (212 U) được xác định hoạt độ tại dải nhiệt độ từ 20 - 80oC. 
Để xác định độ ổn định nhiệt độ của catalase tinh sạch, enzyme được ủ ở 4 – 80oC trong 30 phút. Xác định hoạt độ của catalase như mục 2.2.3 và hoạt độ còn lại cao nhất của catalase được xác định là 100% hoạt tính.
2.2.7. Ảnh hưởng của một số chất đến hoạt động của enzyme
Ảnh hưởng của các chất ức chế (NaN3) và ion kim loại (MnCl2, MgSO4, FeCl3, FeSO4, NaCl) lên hoạt động của catalase được xác định bằng cách đo hoạt tính còn lại của enzyme ở các nồng độ khác nhau của các chất. Catalase được xem là còn 100% hoạt tính khi trong phản ứng không có mặt của các chất nghiên cứu.
2.2.8. Động học cùa catalase tinh sạch
Hằng số động học Km và Vmax của catalase tinh sạch từ B. subtilis PY79 được xác định dựa trên tương quan tốc độ thuỷ phân H2O2 của catalase và nồng độ cơ chất theo phương trình Lineweaver – Burk. Nồng độ H2O2 được sử dụng trong thí nghiệm là khoảng từ 6 – 30 mM.
3. Kết quả và thảo luận
3.1. Các điều kiện tối ưu cho nuôi cấy B. subtilis PY79 sinh catalase
Trong nghiên cứu này, các điều kiện thích hợp cho nuôi cấy B. subtilis PY79 sinh catalase đã được xác định. Trong mỗi thí nghiệm, chỉ một điều kiện (môi trường nuôi cấy [Hình 1A], nồng độ H2O2 [Hình 1B], thời điểm cảm ứng [Hình 1C] hoặc thời gian thu tế bào [Hình 1D] là thay đổi trong khi các điều kiện khác được giữ nguyên. Kết quả được thể hiện ở Hình 1A-D cho thấy, hoạt tính catalase cao nhất khi nuôi cấy vi khuẩn B. subtilis trong môi trường LB; cảm ứng H2O2 tại nồng độ 0,1 mM tại thời điểm giữa pha sinh trưởng của vi khuẩn (A600 = 0,6 - 0,8) và thu nhận tế bào sau 2 giờ cảm ứng. 
 
 
Hình 1. Các điều kiện thích hợp cho nuôi cấy B. subtilis PY79 sinh catalase. A) môi trường nuôi cấy, B) nồng độ H2O2 cảm ứng, C) thời điển cảm ứng H2O2, D) Thời gian thu sinh khối tế bào
3.2. Tinh sạch catalase
	Catalase từ dịch chiết vi khuẩn B. subtilis nuôi cấy trong điều kiện thích hợp đã được tinh sạch qua ba bước kết tủa thuận nghịch bằng muối trung tính (NH4)2SO4, tiếp theo là sắc ký trao đổi anion Q-sepharose và cation CM-sepharose (Bảng 1, Hình 2). Kết quả cho thấy, enzyme đã được tinh sạch 144 lần với hiệu suất thu hồi 8,9% từ dịch chiết thô và có hoạt độ riêng phân giải H2O2 là 30717,2 U/mg, cao hơn so với catalase được tinh sạch từ B. subtilis sp. (1500 U/mg) [20], và Neurospora crassa InaCC F226 (3339,82 U/mg) [21].
	Kết quả SDS-PAGE (Hình 3) cũng cho thấy sự có mặt của duy nhất 1 băng protein khối lượng phân tử (KLPT) khoảng gần 66 KDa tương tự như KLPT của catalase tinh sạch từ chủng B. subtilis 168 [22]. 
Bảng 1. Bảng tóm tắt tinh sạch catalase từ B. subtilis PY79 
	Các phân đoạn
	V(ml)
	 (mg)
	(U/mg)
	Tổng U
	Độ sạch
	Hiệu suất thu hồi

	Dịch chiết
	50
	418,2
	213,4
	89250
	1,0
	100

	(NH4)2SO4 50%
	10
	275,8
	272
	74992
	1,3
	84

	Q-Sepharose 
	18
	12,7
	3475
	44163,4
	16,3
	50

	CM-Sepharose
	2,5
	0,26
	30717,2
	7912
	144
	8,9
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Hình 2. Sắc kí đồ các phân đoạn tinh sạch catalase từ dịch chiết B. subtilis qua cột trao đổi anion Q-sepharose (A) và CM-sepharose (B) 
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Hình 3. Điện di SDS-PAGE các phân đoạn tinh sạch catalase từ dịch chiết B. subtilis
1. Thang chuẩn protein, 2. Protein tổng số trong dịch chiết B. subtilis, 3. Dịch hoà tan tủa 50% (NH4)2SO4 và lên cột Q-sepharose, 4. Phân đoạn gắn cột Q-sepharose và lên cột CM-sepharose, 5. Phân đoạn tinh sạch qua cột CM-sepharose, 6. Catalase chuẩn của hãng Sigma
3.3. Một số tính chất của catalase tinh sạch
Trong nghiên cứu tiếp theo, chúng tôi tiến hành xác định một số tính chất của catalase tinh sạch từ dịch chiết vi khuẩn B. subtilis.
Ảnh hưởng của pH và độ ổn định pH
Ảnh hưởng của pH đến hoạt độ của catalase tinh sạch từ B. subtilis PY79 đã được khảo sát ở khoảng pH từ 4,0 đến 12,0 (Hình 4A). Phạm vi hoạt động của catalase được quan sát thấy từ pH 5,0 đến 11,0 với pH tối ưu là pH 7,0. Khi enzyme được ủ trong dung dịch đệm có giá trị pH từ 4,0 đến 12,0 ở 37oC trong 30 phút, enzyme cho thấy độ ổn định tối đa 100% ở pH 7,0 và hơn 80% hoạt tính vẫn được giữ ở pH 6,0 và pH 8,0 (Hình 4B). 
 
Hình 4. Ảnh hưởng của pH (A), độ ổn định pH (B) đến hoạt độ của catalase tinh sạch từ B. subtilis
Ảnh hưởng của nhiệt độ và độ ổn định nhiệt độ 
Hoạt tính của catalase tinh sạch từ B. subtilis PY79 đã được xác định ở các nhiệt độ khác nhau (20-80oC). Kết quả cho thấy, nhiệt độ tối ưu cho hoạt động của catalase là ở 37oC (Hình 5A). Mặt khác, hoạt tính của enzyme vẫn ổn định ở khoảng nhiệt độ 4-40oC và vẫn còn hơn 70% khi xử lý enzyme ở 50oC trong 30 phút (Hình 5B). 
 
Hình 5. Ảnh hưởng của nhiệt độ (A) và độ bền nhiệt độ của catalase (B) tinh sạch từ B. subtilis
 Ảnh hưởng của một số chất đến hoạt động của catalase
Ảnh hưởng của các chất (NaN3) và các ion kim loại (MnCl2, MgSO4, FeCl3, FeSO4, NaCl) lên hoạt động của catalase (Hình 6) cho thấy NaN3, NaCl, FeCl3, FeSO4 là các chất ức chế đối với hoạt động của catalase, làm mất hơn 80-90% hoạt tính của enzyme ở các nồng độ lần lượt là: 5 µM, 2 M, 15 mM và 50 mM. Trong khi đó, MgSO4 và MnSO4 không ảnh hưởng đến hoạt độ của catalasse. Hussein et al. (2012) khi thử ảnh hưởng của các chất đối với hoạt động của catalase được tinh sạch từ Bacillus sp ở cùng nồng độ là 5 mM cũng cho thấy NaN3, KCN là các chất ức chế mạnh đối với hoạt động của catalase; còn ở nồng độ 0,5 mM cho thấy CuSO4, MnCl2 và FeSO4 không ảnh hưởng đến hoạt độ của enzyme [20]. Kết quả này cũng cho thấy, không thể bổ sung chất kháng khuẩn NaN3 cho bảo quản catalase ở nhiệt độ phòng cũng như cần loại NaCl sau các bước tinh sạch enzyme. 
Động học của catalase tinh sạch
Trong nghiên cứu này, theo phương trình Linewweaver-Burk, Km và Vmax của catalase tinh sạch đã được xác định tương ứng là 14,4 mM với H2O2 và 16294,83 U/mg (Hình 7). Kết quả này tương tự với các công bố trước đây về Km của catalase từ vi khuẩn là thường trong khoảng 8,8 - 40 mM [22, 23]. 
  
  
Hình 6. Ảnh hưởng của các chất đến hoạt độ của catalase tinh sạch từ B. subtilis

Hình 7. Sự phụ thuộc của tốc độ phản ứng thuỷ phân H2O2 của catalase ở các nồng độ H2O2  khác nhau theo phương trình Linewweaver-Burk
4. Kết luận 
Các điều kiện thích hợp cho nuôi cấy vi khuẩn B. subtilis PY79 sinh catalase bao gồm: môi trường nuôi cấy LB lỏng, tại nhiệt độ 37oC, cảm ứng tế bào 4 lần với H2O2 0,1 mM tại thời điểm giữa pha sinh trưởng của tế bào và tiến hành thu sinh khối sau 2 giờ cảm ứng. 
Catalase đã được tinh sạch từ dịch chiết vi khuẩn B. subtilis bằng kết tủa chọn lọc với (NH4)2SO4 50%, sắc ký cột trao đổi anion Q-sepharose và trao đổi cation CM – sepharose. Catalase sau tinh sạch có một băng protein kích thước khoảng 66 kDa trên gel SDS-PAGE với hoạt độ riêng phân giải H2O2 30717,2 U/mg, độ tinh sạch tăng 114 so với dịch chiết ban đầu và hiệu suất thu hồi đạt 8,9%. 
Catalase tinh sạch hoạt động trong khoảng pH từ 5 – 11, nhiệt độ 4 – 40oC và hoạt động tối thích tại pH 7,0; nhiệt độ 37oC. Enzyme có giá trị Km là 14,4 mM và Vmax đạt 16294,83 U/mg. Ngoài ra, catalase tinh sạch bị mất 80 – 90% hoạt tính khi có mặt bởi một trong các chất NaN3, FeCl3, FeSO4, NaCl ở các nồng độ lần lượt: 5 µM, 15 mM, 50 mM, 2 M và không bị ảnh hưởng bởi MgSO4 và MnSO4  đến nồng độ 1 M.
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION CATALASE FROM Bacillus subtilis PY79
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Summary: Catalase is an enzyme present in peroxisome in most aerobic cells and is a central component of detoxifying processes that rapidly suppress the formation of H2O2 by catalysing the degradation of H2O2 into H2O and O2. In this study, catalase was purified from Bacillus subtilis PY79 by three steps: ammonium sunfate precipitation, anion exchange chromatography on Q-sepharose and cation exchange chromatography on CM-sepharose. The purified catalase showed high specific activity of 30717,2 U/mg with 8,89% yield. The enzyme remained active over a broad pH range of 5 – 11, with a peak in activity at pH 7,0. A broad optimum temperature range from 4 – 40oC was observed with highest activity at 37oC. The apparent Km for H2O2 was 14,4 mM and its Vmax was 16294,83 U/mg. Moreover, it was inhibited by NaN3, FeCl3, FeSO4, NaCl at concentrations of 5 μM, 15 mM, 50 mM, 2 M, respectively and MgSO4 or MnSO4 at 1 M was no inhibitory effect on this enzyme.
Key words: Bacillus subtilis PY79, catalase, characterization, purification.
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