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TOM TAT

Céc bénh lién quan dén tim mach gay ra nhiing hau qua’ v cung nguy hiém. Theo T6 chuc Y té thé gisi, day la
nguyen nhan cuop di sinh mang cua 17,9 tridéu ngudi mdi nam, chiém khoang 31% tong so ca tir vong trén toan
cau. Ngudn gbc cua cac bénh nay la do su hinh thanh cuc mau déng gay tic nghen mach mau. Vi kha nang lam
tan cuc mau déng, nattokinase c6 tiém ning 16n dé (ng dung phong ngira va diéu tri cac bénh lién quan huyét
khbi. Py 1a mot loai enzyme ngoai bao dugc sinh tong hop boi mot sé ching thuoc loai Bacillus. Trong tu
nhién, céc chung sinh tong hop nattokinase véi hoat d chua cao va thuong kém theo nhiéu san pham phu cua
qué trinh trao d6i chét. Trong nghién ciu ndy ching B. amyloliquefaciens TVY.04 phan lap tir mau tuong lay tir
tinh Vinh Yén dugc giy dot bién bang tac nhan vat ly (chiéu tia UV) va hoa hoc (sir dung dong thoi Ethyl
methanesulfonate va Ethidium bromide) nhim cai thién kha nang sinh tong hop nattokinase. Sau qué trinh dot
bién, cac bién ching dugc sang loc dinh tinh trén moi truong thach LB ¢6 bd sung 1% sira gay. Tiép theo, tién
hanh sang loc dinh lwgng béng phuong phap 1én men 16ng va tién hanh do hoat d6 enzyme voéi co chat fibrin.
Cudi ciing cac chung dot bién tét nhat dwoc nudi cay 5 chu ky dé danh gia tinh 6n dinh. Két qua sang loc tir 100
bién chung da thu duoc chung UV1.15 c6 hoat do Nattokinase ting 19% so véi chung géc.

Tir khéa: Bacillus amyloliquefaciens TVY.04, dot bién ngau nhién, nattokinase, ethidium bromide, ethyl
methanesulfonate, UV.

MO DAU

Nattokinase (NK) (E.C.3.4.21.62) & mét serine protease thudc ho subtilisin gdm 275 axit amin va cé khéi lwgng
phéan i xap xi 28 kDa, pl 8,6 (Weng et al., 2017; Chen et al., 2018). Nattokinase c6 kha nang lam tan cuc mau
déng bang cach phan giai truc tiép fibrin, chuyén dbéi prourokinase thanh urokinase va lam tdng mic d6 chat hoat
héa plasminogen t-PA (Milner and Makise, 2002; Weng et al., 2017). Hon niva, hoat tinh 1am tan huyét khéi cta
NK dwoc chirng minh cao gép 4 1an so véi plasmin (Chen et al., 2018) va thdi gian hiéu lyc cao, dat tir 8 - 12 gi®y
trong co thé, so vai t - PA chi c6 hiéu qua cao nhat sau 3 - 6 gid va urokinase ti 4 - 20 phat sau khi khéi phat
(Milner and Makise, 2002). Chinh t&r nhitng wu diém ké trén, NK da dwoc quan tam nghién ctu trén thé gidi tiy
nhidu ndm nay. Mét trong sé cac hwéng nghién clru tiém néng la tao ra cac dot bién ngau nhién hodc co6 dinh
hwéng, nham cai thién hoat do hodc cac tinh chét cta protein enzyme (Li et al., 2023; Chen et al., 2024).

Vi sinh vat c6 thé tao ra d&c tinh di truy&n méi bang hai cach la dot bién va tai t6 hop di truyén. Phwong phap phd
bién nhat dwoc st dung dé tao dot bién cho nang suét cao 1a xt Iy mot quén thé bang tac nhan gay dot bién cho
dén khi dat duoc ty & séng sét mong muédn. Cac nghién ctru da chi ra réng tn sé dot bién thu dwoc cao khi ty &
sbng s6t ndm trong khoang tir 0.1 - 10% (Jun et al., 2012). Cac dot bién ngdu nhién co thé dwoc tao ra khi st
dung céac tac nhan vat ly hodc héa hoc.Véi phwong phap héa hoc, cac héa chat nhw ethyl methanesulfonate
(EMS), Ethidium bromide (EtBr) la nhirng tdc nhan gay ddt bién manh véi co ché gay ra sw thay déi trong qua
trinh sao chép DNA. EMS tao ra cac dot bién ngiu nhién trong DNA bang cach thay thé nucleotide, dic biét 1a
béng cach alkyl hda guanine. EtBr gay dot bién bang cach chén vao gira cac soi DNA va lam bién dang DNA
Cac ddt bién héa hoc 1am téng tan sé dot bién va dé& dang xt& ly hon (Latif et al., 2018). V&i cac tac nhan dot bién
héa hoc, lidu lwong va théi gian x& ly dwoc bao céo 1a nhivtng yéu td chinh anh huéng dén ty 1& séng cla té bao
va hiéu qua dot bién. Theo cac cong bd, dot bién hda hoc cé thé Iam tang hoat dd enzyme clia ching tr 1,5 dén
trén 9 Ian (Latif et al., 2018; Prihanto et al., 2019; Sasi et al., 2020).

V&i phuwong phap vat ly, cac nguon UVB (280 - 320 nm) va UVC (100 - 280 nm) c6 thé gay ra ca sw pha huy trec
tlep va gian tiép do kha nang h&p thu manh mé ctia cac phan t&r DNA (Mohsin et aI 2017). Phan &ng phd bién
nhat dwoc chi ra la viéc hinh thanh lién két gitra cac thymine lién ké tao thanh c4u tric thymine dimer (T - T) .

Céc dimer nay dan dén nhirng thay ddi ciu tric trong DNA, ngdn can qué trinh phién mé va sao chép DNA cua vi
sinh vat dan dén dat bién hodc c6 thé gay chét té bao (Prihanto et al., 2020). Khoang céch, thdi gian va cwéong
do chiéu tia UV la cac yéu td mang tinh quyét dinh dén hiéu qua cta phwong phap dét bién nay. Jun va ddng tac
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gia (2012) thyc hién dét bién chung Bacillus subtilis LD-8547 béng tac nhan UV dé nang cao kha nang sinh tong
hop enzyme phan giai fibrin, két qua thu nhan dwoc bién ching c6 hoat d6 cao gap 1,27 14n so véi ching géc.
Nhin chung, phwong phap dét bién bng tia UV c6 thé 1am téng rd rét hoat do enzyme cla cac ching vi sinh vat
(Sasi et al., 2020; Tuly et al., 2022). Mét diém dang lwu y & sau khi chiéu UV, viéc gilr t& bao trong béng tdi c6
thé gitip han ché kich hoat co ché ty stra chira, qua d6 thu dwoc nhidu bién chiing hon (Mohsin et al., 2017).

Trong nghién ctru nay, chung Bacillus amiloliquefaciens TVY.04 duoc dot bién ng&u nhién b&ng céac tac nhan vat
ly va héa hoc nham tim kiém bién chiing c6 kha nang sinh tng hop nattokinase cao hon ching géc.

NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP
Nguyén liéu

Chaing vi khun Bacillus amyloliquefaciens TVY.04, c0 trinh ty 16S rRNA ky hiéu Genbank 0Q225003, duoc phan
lap tr mau twong ban thu thap tai tinh Vinh Yén. Cac hoa chat khac c6 ngudn gbc tir Sigma, Himedia.

Phwong phap
Hoat héa va tang sinh chung

Chiing TVY.04 dwoc hoat héa trén méi trwérng LBW (peptone 10 g/L, cao nAm men 5 g/L, NaCl 5 g/L, sita gay 10 gL,
agar 18 g/L |) sau dé dwoc nudi tinh & 37°C, 16h. Chon mot khuén lac riéng ré, c6 vong phan g|a| rd rét va cay
chuyé&n vao 20 mL méi trudng LB (peptone 10 g/l, cao ndm men 5 g/L, NaCl 5 g/L) va nuéi lac & diéu kién 37°C,
150 rpm. Sau khi tang sinh, canh trwéng vi khudn dwoc ly tam 10000 rpm, 5 phut, 4°C, loai bé dich ndi va rira
sinh khéi t& bao 3 1an bang NaCl 0,9% dé thu huyén phu vi khuan.

Dét bién bang hoa chat

2 mL dich huyén phu vi khuan duwoc xi ly béng hén hop EMS va EtBr véi ham lvgng cla tirng tac nhan bang
nhau va bang 75 hogc 100 pg/mL, thoi gian xt Iy (AT) 10 - 60 phat; tién hanh déng thdi mau kidm chirng thay tac
nhan doét bién bang nwéc cat. Té bao sau dot bién duoc rira 3 1an bang NaCl 0,9% (ly tam 10000 rpm, 5 phut,
4°C) dé loai bd tac nhan dot bién. Tiép do, t& bao dwoc pha lodng, trai trén méi treng LBW va dwoc nubi tinh
trong 16 h & 37°C.

Dét bidn bang UV

2 mL dich huy&n phu vi khudn dwoc tréi trén dia Petri sach. M6t dia dwoc gilv trong t6i ding 1am méau kiém
ching, céc dia con lai dwgc chiéu UV (Toshiba GL15, A = 253,7 nm) & khoang cach (D) 30 cm hodc 40 cm trong
thdi gian (AT) tir 2 - 90 phut. Sau chiéu xa, huyén phu dwoc gilr trong didu kién téi, 4°C trong 24h nhdm &n dinh
cu trac pyrimidine dimers (Mohsin et al., 2017). Huyén phu sau dot bién dwoc pha lodng, trai trén méi trwong
LBW va nubi tinh trong 10 h & 37°C.

Sang loc bién chdng

T& cac dia petri ¢cé khudn lac thu dwoc sau dot bién, sang loc cap 1 chon cac khuén lac cé vong phan giai ré
rang, xac dinh ty 1&é D1/D2 v¢&i D1 la duo’ng kinh vong phén gidi co chéat, D2 Ia du’o’ng kinh khuén lac. Cac khuan
lac ¢6 D1/D2 16n nhét dwoc cdy chdm diém sang dia méi trwérng LBW ran, nudi tinh & 37°C, 12 h. Céac khuan lac
tiép tuc dwoc lwa chon dwa trén ty I& dwdng kinh vong phan giai va dwong kinh khuén lac.Cac khuan lac nay sé
dwoc sang loc cip 2 bang cach 1én men trén mai trwéng GPY (peptone 10 g/L, cao nAm men 10 g/L, glucose 10 giL,
NaCl 5 g/L, CaCl, 1 g/L,) & diéu kién 37°C, 150 rpm trong 24 h. Ly mau do hoat d& enzyme nattokinase.

Xdc dinh ty 18 té bao séng sot

Ty 1& té bao séng sot (SR) duwoc tinh toan dwa trén sb khuan lac thu duoc sau dot bién so voi mau dbi ching
khoéng dwoc xt ly chiéu UV hoac héa chat (Prihanto et al., 2019).

Xdc dinh hoat dé Nattokinase

Phuwong phap dinh lwgng st dung co' chét la fibrin 4 g/L diéu kién phan (rng: pH 7,4, nhiét dd 37°C trong 30 phut.
M6t don vi hoat @6 fibrin (FU) dwgc dinh nghia la lwgng enzyme xdc tac phan (ng thdy phan fibrin tao thanh
lwong san phdm twong trng v&i 1 g tyrosine trong thoi gian 1 phut & diéu kién thtr nghiém (Huong et al., 2011).
Hoat do twong dbi cua céc bién chung dwoc dinh nghta la ty sé gitra hoat do (FU/mL) cla bién chiing va hoat do
(FU/mL) ctia chiing gdc trong cuing diéu kién nudi cay.

Xéc dinh dé én dinh ctda bién chang

Chung dét bién Iwa chon dwoec ria trén mai trwdng LBW, nudi tinh & 37°C trong 24 h, I1ap ]ai 5 chu ky. Lwa chon
khuén lac riéng ré chuyén vao méi trwdng LB sau d6 1én men trén moi trwéng GYP & didu kién 37°C, 150 rpm
trong 24 h va do hoat dd enzyme dé danh gia kha nang tai stva chiva (Jun et al., 2012).
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KET QUA VA THAO LUAN
Sinh trwéng cua chang Bacillus amyloliquefaciens TVY.04

D4 thi Hinh 1 cho théy chiing TVY.04 c6 pha log kéo dai tir thi didm 2 h dén 9 h v&i gia tri OD 600 nm dat cuyc
dai xap xi 8,0. K&t qua xac dinh mat d6 khuan lac bang phuong phap tréi dia cho thay pha log cham hon, mat d6
CFU/mL dat cwc dai sau 12 h nudi cdy. Sw khéc biét cé thé dwoc giai thich do gia tri OD 600 nm phan anh tbng
lwong t& bao & trang thai huyén phu, trong khi gia tri CFU/mL chi d&c trwng cho cac t& bao séng. T dd thj sinh
trwdng, dich nudi cay sau 7 h dwoc Iya chon dé tién hanh cac thi nghiém dot bién ngAu nhién.

Dot bién bang héa chat

V&i tac nhan dot bién la hén hop EMS va EtBr cung ham lwong 100 pg/mL, AT =10 - 60 pht, hau het céc té bao ]|
tiéu diét, gia tri SR déu chi dat dwéi 0,02%. Khi glam liéu lwgng tac nhan xubdng 75 pg/mL ty lé sbng sot cla té
bao téng dang ké va dat xap xi 0,2% v&i thoi gian xt ly AT = 10 phut va 30 phuat. Két qué ty 1& sbng sét thu dworc
¢6 sw twong dong vai cong bd cia Prihanto va déng tac gia (2020) trén dbi twong la chiing Bacillus subtilis RRM1.

Do ty 1& séng sét clia dot bién héa hoc rat thap, toan bo 15 khuan lac thé& hién r& rang, vong phan gidi co chat
trong buéc sang loc cdp 1 déu dwoc lwa chon dé nudi ciy trong méi tredng 16ng. Két qua xac dinh hoat do
enzyme Nattokinase (Hinh 2) cho thdy phan I&n cac bién chdng c6 hoat do tuong dwong hoac thap hon ching
gbc Chaing dét bién HC.1.03 va HC1.05 dat hoat d6 cao nhét, 1an lwot g&p 1,55 va 1,44 lan chiing ban d3u. Bién
chang HC1.03 thu dwoc & ché do dat bién ung v&i ham Iucmg tac nhan EMS va EtBr 100 pg/mL, AT = 10 phat,
SR = 0,02%. Diéu dang Iwu y | bién ching nay chi cé gla tri ty 1& D1/D2 dat 1,9, thap hon dang ké so v&i mot sb
khuan lac khac (D1/D2 dat t&r 2,0 den 2,3). biéu nay c6 thé duoc glal thich b&i sw hinh thanh vong phan giai co
chét con bi anh hwéng béi cac yéu t6 nhw khd nang khuéch tan clia enzyme ngoai bao, do day Icyp thach. Vi
cac chang sinh nattokinase thudc chi Bacillus, enzyme ngoai bao thuo’ng duwoc tiét ra cung cac exo-
polysacchande tao d§ nhét cao qua d6 &nh hwéng dén kha nang khuéch tan cla enzyme trén dia thach. Cong
bb clia Rahman va déng tac gla (2017) ciing két luan khong c6 mbi quan hé tuyén tinh gitva ty 1& D1/D2 va hoat
dé enzyme khi nudi 16ng. Nhw vay, c6 thé thay phwong phap sang loc cac bién ching dwa trén vong phan giai co
chatchicod y nghla trong viéc dinh tinh va phan loai so bd cac hién chiing. Sang loc béng phwong phap do hoat
dd enzyme la can thiét dé thu duwoc cac két qua dinh lvong tin cay.
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Hinh 1. Sinh trwéng cta ching TVY.04 trén moi trwong LB
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Hinh 2. Hoat dé twong déi ctia ching dét bién hda hoc so vé&i ching géc TVY.04
HC1: Ham /luong EMS va EtBr 100 pg/ml, HC2: Ham /trong EMS va EtBr 75 pg/ml.
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Hinh 3. Hoat d twong déi ctia cac chung dét bién Hinh 4. Hoat d6 twong déi cta cac chiang dot bién kép
bang UV so véi ching géc TVY.04 ) ~ sovei chang géc TVY.04
UV1: Khodng cach chiéu UV 30 cm, UV2: Khodng cach chiéu UV3: Dot bién kép véi khodng céach chiéu 30 cm, thoi gian
40 cm. 2 phdat.

Dot bién bang UV

Qué trinh chiéu UV cho thay ty 1& séng s6t giam dan theo thoi gian chiéu UV véi ca 2 khoang cach chiéu la 30 cm
(SR giam tir 8,76% xudng dwdi 0,01%) va 40 cm (SR gidm tlr 7,71% xudng dwéi 0,01%) véi thdi gian chiéu tiy
2 — 20 phat. Khi tang khoang cach chiéu UV tr 30 cm 1&n 40 cm, ty |é séng sét sau daot bién cla ching khong co
s khac biét dang ké&. V&i cac thoi gian chiéu tir 30 dén 90 phit, khong cé té bao song s6t nao thu dwoc & ca
2 khoang céach chiéu da néu. Theo nghién ctru trén ching B. subtilis LD-8547, & ché do chiéu UV voi D =30 cm
va AT = 3 - 15 phat, ty 1& sdng sot dat tr 0,17 — 39,74%. O cling thoi gian xtr 1y 12 5 phit ty 1& séng sét ctia chiing
B. subtilis LD-8547 dat 23,08% (Jun et al., 2012). Trong c6ng bd cla Prihanto va ddng tac gid (2020) khi thuc
hién dot bién véi ching B. substilis RRM-1 & ché d6 khac nghiét hon véi D = 15 cm va AT = 30 - 120 phut, ty lé
sbng sét dat 0,9 — 4,36%. Trong nghién ctu ndy, hau hét cac té bao cla ching TVY.04 da bij tiéu diét sau 20
phat va khéng cé khuan lac nao ghi nhan dwoc véi thdi gian chiéu UV tlr 30 dén 90 phat. Nhw vay, ching
TVY.04 nhay cdm hon mét sé chiing sinh tdng hop nattokinase thudc cung chi Bacillus. Ty 1& sbng sét thap khi
tién hanh chiéu UV ciing cho thdy mirc d6 tac ddng manh mé clia tac nhan dot bién dén té bao TVY.04.

T céc thi nghiém chiéu UV, qua trinh sang loc cip 1 da lwa chon dwoc 55 bién ching cé ty 1& D1/D2 twong
ddng hoac t6t hon chiing gbc TYV.04. Tiép tuc tién hanh sang loc cap 2 trén 55 bién ching nay (Hinh 3). Hoat do
twong déi (so v&i chiing géc) cia cac ching dét bién ndm trong khoang tr 0,51 — 1,2. Trong dé cac bién ching
UV1.15 va sb6 UV2.63 dat hoat d6 cao nhéat. Trong mét sb nghién ciru twong tw khi d6t bién bang tac nhan UV,
bién chung cta Bacillus subtilis cé hoat do protease tdng gap 1,14 |an ching gébc (Mohsin et al., 2017), bién
chdng cua Bacillus licheniformis c6 hoat dd chitinase ting tir 3 dén 4 1an so véi ching gbc (Sasi et al., 2020).

571



CONG NGHE VI SINH, THUC PHAM VA MOl TRUONG

Bién ching UV1.15 thu dwoc & ché do chiéu xa D = 30 cm, AT = 2 phit, SR = 8,76% dwoc Iya chon lam doi
twong tien hanh dét bién kép véi cung ché dé chieu xa (D = 30 cm va thdi gian AT = 2 phut).

Két qua thuc nghiém cho thay ty 1& séng sét cta thi nghiém dét bién kép dat chi dat 0,39%, thap hon dang ké so
v&i dot bién 1an 1 trong cung diéu kién. Bidu nay khang dinh thém moét lan niva sy nhdy cadm véi tac nhan UV cla
chang B. amyloliquefaciens TVY.04. Do ty 1& séng sét thap, tdng cong 30 khudn lac c6 vong phan giai co' chat ré
rang trén maoi trwdng sang loc cap 1 déu dwoc lwa chon dé& nudi cdy 16ng va hoat dd twong ddi dwoc trinh bay
trén Hinh 4. C6 thé thay tat cac bién ching déu cé hoat do thap hon so véi chiing UV1.15, tham chi phan 16n co
hoat d6 thdp hon ca chiing gbc TVY.04. Nhw vay qua trinh dot bién kép c6 thé la khdng can thiét hodc dét bién
xay ra ngau nhién nén sé lwong khuén lac sang loc can nhiéu hon dé c6 kha néng xuét hién bién chang tét.

BPanh gia dé én dinh cta cac chang dot bién

Tur két qua dot bién hoa chét (Hinh 2) va dot bién UV (Hinh 3) cac bién ching cé hoat d6 cao nhét dwoc Iwa chon
dé& danh gia d6 6n dinh bao gdm HC1.61, UV1.15, UV1.56, UV2.62 va UV2.63. Két qua cho thdy hau hét cac
chiing déu c6 gia tri hoat d6 nattokinase tr& vé twong dwong ching géc sau 5 chu ky cy chuyén trén dia thach
LBW. Duy nhat UV1.15 Ia bién chang gitr dwoc hoat dé nattokinase cao hon 1,19 1an so véi ching géc, dat 108,2
FU/mL. Nhw vay, c6 kha ndng cac bién ching da kich hoat qué trinh ty stra chiva nhirng dét bién sinh ra khi xt ly
chiéu tia UV hodc véi hoa chat EMS, EtBr. Gan day, nghién clru clia Sheng va ddng tac gia (2024) khi dét bién B.
subtilis ZZ-S1 bang phwong phap chiéu xa chum carbon d& thu dwoc bién ching cé hoat d6 cao gép 1.66 lan
chang gbc va kha nang sinh tdng hop enzyme dwoc kidm chirng én dinh qua 150 chu ky cay chuyén. Nhw vay,
c6ng doan kidm tra dd 6n dinh cla bién chiing la can thiét dé sang loc va chon ra cac bién chang én dinh.
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Hinh 5. Hoat d nattokinase cta chiing géc TVY.04 va cac bién ching thu dwoc tir dét bién UV
R va hda chat sau 5 chu ky cay chuyén trén dia thach o ) .
Cac chir céi thé hién khac biét cé nghia (p < 0,05) duoc kiém tra bang Ducan test véi so lan 1ap toi thiéu 4.

KET LUAN

Trong nghién ctru nay, chang Bacillus amyloliquefaciens TVY.04 sinh tdng hop nattokinase da dwoc dot bién bai
céac tac nhan vat ly (chiéu tia UV) hodc héa hoc (st dung hén hop EMS/EtBr). Qua sang loc bang phwong phap
Ién men 16ng da thu dwoc bién ching UV1.15 c6 hoat dd nattokinase cao nhét, dat 108,2 FU/mL, cao gap 1,19
I&n chiing gdc B. amyloliquefaciens TVY.04 va 8n dinh qua 5 chu ky cy chuyén. Bién ching nay thu nhan dwoc
tlr qué trinh dot bién bang tac nhan UV véi khoang cach chiéu D = 40 cm, thdi gian AT = 2 pht. Cac nghién clru
tiép theo sé tiép tuc nang cao hoat d6 ctia bién chiing UV1.15 béng k¥ thuat t6i wu diéu kién [én men.
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ENHANCE NATTOKINASE ACTIVITY OF BACILLUS
AMYLOLIQUEFACIENS TVY.04 BY RANDOM MUTAGENESIS.

Tuan Le, Mai Hien Nguyen, Lan Huong Nguyen*

Department of Bioengineering, School of Chemistry and Life Sciences, Hanoi University of Science
and Technology

SUMMARY

Cardio vascular diseases (CVDs) cause extremely dangerous consequences. According to the World Health
Organization, this deadly disease is responsible for 17.9 million deaths each year, accounting for about 31% of
total deaths globally. The origin of these diseases is the formation of blood clots that block blood vessels. With
the ability to dissolve blood clots, nattokinase has great potential for application in prevention and treatment of
blood clot-related diseases. This is an extracellular protease biosynthesized by certain strains of the Bacillus
species. In nature, wild type strains synthesize nattokinase with low activity and often mixed with several
byproducts of metabolism. In this study, strain B. amyloliquefaciens TVY.04 isolated from a Tuong Ban origin
from Vinh Yen province was treated using physical agents (UV irradiation) and chemical agents (simultaneous
use of Ethyl methanesulfonate and Ethidium bromide) to improve the nattokinase activity. After the mutagenesis
process, mutants were first screened by proteolytic halo formation on LB agar medium supplemented with 1%
skim milk. Next, the potential mutants were cultivated in a liquid medium to assess their nattokinase activities
using fibrin as the substrate. Finally, the best mutants were cultured for 5 cycles to evaluate their stability. By
screening 100 mutants using the mentioned procedure, the best mutant UV1.15 was obtained, having nattokinase
activity increased by 19% compared to the original strain TV'Y.04.

Keywords: Bacillus amyloliquefaciens TVY.04, random mutagenesis, nattokinase, ethidium bromide, ethyl
methanesulfonate, UV.
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