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MỞ ĐẦU 

 

Chitin là polyme sinh học không phân nhánh, đƣợc cấu thành từ các 

đơn vị N-acetyl D-glucosamin (GlcNAc) thông qua liên kết β-(1,4)-glucozit. 

Chitin rất phổ biến, phân bố rộng rãi trong tự nhiên chỉ sau cellulose và đóng 

vai trò là polysaccharide cấu trúc của các sinh vật nhƣ: thành tế bào của nấm, 

khung vỏ ngoài của động vật chân đốt, vỏ ngoài của các loài giáp xác và giun 

tròn.... Một trong những phƣơng pháp chuyển hóa chitin tạo các dẫn xuất 

mạch ngắn chitin-oligosaccharide có giá trị kinh tế và ứng dụng cao, an toàn 

đối với con ngƣời và môi trƣờng là sử dụng  enzyme chitinase. 

Chitinase (EC 3.2.1.14) là enzyme phân hủy cơ chất chitin không hòa 

tan trong nƣớc thành các sản phẩm chitooligosaccharide hòa tan thông qua 

quá trình thủy phân liên kết β-(1,4)-glucozit. Hiện nay, chitinase đƣợc ứng 

dụng chủ yếu trong sản xuất chitooligosaccharide, nano-chitin, N-acetyl D-

glucosamine. Đây là những sản phẩm giá trị ứng dụng cao và đƣợc sử dụng 

trong thực phẩm, nông nghiệp, y dƣợc, kháng nấm và côn trùng. Ngoài ra, 

chitinase còn đƣợc sử dụng nhƣ thuốc trừ sâu sinh học trong nông nghiệp nhờ 

khả năng phân hủy chitin cấu trúc trong thành tế bào của nấm, côn trùng gây 

bệnh và xử lý các chất thải giàu chitin...  

Theo các công bố trên thế giới, chitinase có thể thu nhận từ nhiều nhóm 

vi sinh vật nhƣ: vi khuẩn (Serratia sp., Bacillus sp., Aeromonas sp., Vibrio 

sp., Pseudomonas sp., Alteromonas sp…), nấm sợi (Trichoderma sp., 

Gliocladium virens, Fusarium chlamydosporum, Trichothecium roseum, 

Stachybotry elegans, Talaromyces flavus,…), xạ khuẩn (Streptomyces griseus, 

Str. plicatus, Str. lydicus…). Tuy nhiên, chitinase thu nhận từ các chủng tự 

nhiên thƣờng không ổn định, hoạt tính không cao, chứa nhiều loại chitinase 

khác nhau (nhóm exochitinase và endochitinase) ảnh hƣởng đến phổ sản 

phẩm thủy phân chitin cũng nhƣ quy mô thu nhận và ứng dụng chitinase 

nhằm tạo ra các sản phẩm chuyển hóa của chitin.  
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Hiện nay, nhiều nhóm nghiên cứu trên thế giới đã nâng cao hiệu suất 

của quá trình sản xuất chitinase bằng cách tạo ra các chủng vi sinh vật tái tổ 

hợp. Cho đến nay gen chi mã hóa chitinase từ nhiều nguồn vi sinh vật khác 

nhau đã đƣợc biểu hiện thành công trong nấm men, vi khuẩn; trong đó hệ 

thống biểu hiện trên nấm men Pichia pastoris đang đƣợc sử dụng rộng rãi do 

có các đặc tính: nuôi cấy đơn giản, đạt sinh khối cao trên môi trƣờng khoáng 

rẻ tiền, dễ dàng nâng cấp quy mô sản xuất, dễ điều khiển hệ thống biểu hiện 

enzyme nhờ quá trình cảm ứng...  Xuất phát từ những tiềm năng ứng dụng của 

chitinase và ƣu điểm của hệ thống biểu hiện trên P. pastoris, chúng tôi đã 

thực hiện đề tài: ―Tách dòng và biểu hiện gene mã hóa chitinase của B. 

licheniformis KNUC213 trong Pichia pastoris‖ nhằm nâng cao quá trình sinh 

tổng hợp endochitinase có hoạt tính cao, tạo tiền đề cho sản xuất enzyme ở 

quy mô lớn. 

Đề tài đƣợc thực hiện tại phòng Công nghệ lên men, Viện Công nghệ 

sinh học, Viện Khoa học và Công nghệ Việt Nam với các nội dung chính sau: 

- Nghiên cứu đặc điểm sinh học của chủng vi khuẩn KNUC213 có hoạt 

tính chitinase nhằm khai thác nguồn gen. 

- Tách dòng và phân tích trình tự gen chi mã hóa chitinase của chủng B. 

licheniformis KNUC213. 

- Biểu hiện gen chi mã hóa chitinase của chủng B. licheniformis 

KNUC213 trong P. pastoris X33. 

- Bƣớc đầu nghiên cứu một số tính chất của chitinase tái tổ hợp (rCHI). 
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CHƢƠNG I: TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. CHITIN 

1.1.1. Cấu trúc hóa học của chitin  

Chitin là polyme sinh học không phân nhánh, cấu thành từ các đơn vị 

N-acetyl D-glucosamine (GlcNAc) thông qua liên kết β-(1-4)-glycosyl (Hình 

1.1). Chitin là một trong các polymer sinh học phổ biến nhất trong tự nhiên 

chỉ đứng sau cellulose (cấu trúc hóa học của chitin gần giống với cellulose) 

và đóng vai trò là polysaccharide cấu trúc của các sinh vật nhƣ: thành tế bào 

của nấm, khung vỏ ngoài của động vật chân đốt, vỏ ngoài của các loài giáp 

xác và giun tròn. Trong cấu trúc của chitin, nhóm (-OH) ở nguyên tử C2 đƣợc 

thay thế bằng nhóm axetyl amino (-NHCOCH3).   

Liên kết β-(1-4)-glycosyl của mỗi đơn phân trong cấu trúc của chitin 

lệch nhau một góc 180
o
 tạo nên mạch xoắn và loại liên kết này kém bền, dễ 

bị cắt đứt bởi tác nhân có tính axit hay enzyme [7]. Cấu tạo hóa học của 

chitin đƣợc thể hiện trong hình 1.1. Công thức phân tử của chitin: 

(C8H13O5N)n, Khối lƣợng phân tử: (203,09)n với  thành phần các nguyên tố: 

C = 47,29%; H = 6,4%; O = 39,4%; N = 6,91%. 

 

Hình 1.1. Công thức cấu tạo hóa học của chitin 

Các nghiên cứu nhiễu xạ sử dụng tia X cho thấy, chitin tồn tại dƣới ba 

dạng α-, β- và γ-chitin do sự khác nhau về sắp xếp của các nhánh phân tử bên 

trong tinh thể chitin. Trong α-chitin, các nhánh đƣợc sắp xếp theo hƣớng đối 

song (antiparallel), β-chitin gồm các nhánh song song và γ-chitin đƣợc hình 

thành từ hỗn hợp hai loại α-chitin và β-chitin. Trong ba loại trên thì α-chitin là 


