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MỞ ĐẦU 

1. Tính cấp thiết của luận văn 

Trong những năm gần ñây, việc nghiên cứu cải thiện các ñiều 

kiện nuôi cấy nhằm thu nhận enzyme có hoạt tính cao và từ ñó sử 

dụng chúng trong sản xuất công nghiệp không còn là mới ñặc biệt là 

enzyme amylase. Song vấn ñề ñặt ra là giá thành của các chế phẩm 

này tương ñối cao – ñây chính là một trong những trở ngại cho việc 

ứng dụng enzyme rộng rãi trong quá trình sản xuất. Một trong những 

cách làm giảm giá thành chế phẩm enzyme là thay thế nguồn nguyên 

liệu ñặc trưng trong phòng thí nghiệm bằng các nguồn nguyên liệu tự 

nhiên rẻ tiền. Và thực tế, chúng ñang ñược sử dụng rộng rãi cho cả 

quá trình lên men lỏng và rắn không ngoài mục ñích này. 

Đối với nước ta, các sản phẩm phụ từ nông nghiệp, công nghiệp 

cũng như từ các quá trình chế biến thủ công rất ña dạng như bột ñậu 

nành, bột sắn thô… Những nguồn nguyên liệu này vốn dĩ rất rẻ và dễ 

kiếm do ñó việc tận dụng chúng ñể thay thế một lượng tương ñương 

các thành phần dinh dưỡng trong môi trường nuôi cấy sinh enzyme là 

một ñiểm nhấn quan trọng nhằm thúc ñẩy các ngành công nghiệp sử 

dụng các chế phẩm enzyme một cách rộng rãi. Tuy nhiên, ñể các chế 

phẩm enzyme này khi ứng dụng trong công nghiệp có hiệu quả cao 

nhất thì việc nghiên cứu xác ñịnh các tính chất cơ bản của enzyme 

trước khi sử dụng chúng là rất cần thiết.   

Xuất phát từ những khía cạnh trên, tôi ñã chọn ñề tài nghiên cứu 

của mình là “Nghiên cứu thu nhận chế phẩm amylase từ Bacillus 

amyloliquefaciens T9” nhằm tìm ra ñược ñiều kiện nuôi cấy thích 

hợp cho quá trình sinh tổng hợp amylase cao từ một số nguồn nguyên 

liệu tự nhiên qua ñó thu nhận, tinh chế từng phần và xác ñịnh một số 

ñặc tính của chế phẩm enzyme thu ñược.  
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2. Mục ñích của luận văn 

- Thiết lập ñược quy trình thu nhận chế phẩm amylase trong 

MTTN ở quy mô phòng thí nghiệm. 

- Thử nghiệm khả năng thủy phân tinh bột sắn của chế phẩm 

enzyme thô.  

Để thực hiện mục ñích trên, yêu cầu ñặt ra là nghiên cứu chọn 

nguồn nguồn C, N tự nhiên thích hợp, thu nhận chế phẩm enzyme và 

xác ñịnh tính chất của chúng. 

3. Nội dung nghiên cứu của luận văn 

- Nghiên cứu tìm ñiều kiện tối ưu cho sự sinh tổng hợp amylase 

trong MTTN. Từ ñó thiết lập quy trình thu nhận chế phẩm amylasse 

từ nguồn nguyên liệu ñã ñược chọn. 

- Khảo sát một số ñặc tính của các chế phẩm amylase thu ñược. 

- Thử nghiệm khả năng thủy phân tinh bột sắn bởi chế phẩm 

amylase thu ñược. 

4. Ý nghĩa khoa học và ý nghĩa thực tiễn của luận văn 

-  Mở ra thêm một triển vọng của việc thu nhận enzyme có hoạt 

lực cao bằng cách sử dụng các sản phẩm phụ, các nguồn nguyên liệu 

rẻ tiền.  

- Giảm chi phí sản xuất enzyme từ ñó góp phần ñáp ứng ñược 

nhu cầu sử dụng chúng trong sản xuất công nghiệp phổ biến hơn.  

- Góp phần giải quyết ñược lượng phế phụ phẩm trong quá trình 

chế biến công nghiệp, giảm ô nhiễm môi trường 

- Giúp ổn ñịnh nguồn chế phẩm enzyme trong công nghiệp chế 

biến tạo ñầu ra cho các sản phẩm chế biến có sử dụng enzyme trong 

quy trình sản xuất. 
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5. Bố cục của luận văn 

Luận văn gồm các chương mục sau: 

Mục lục 

Mở ñầu 

Chương 1: Tổng quan tài li ệu 

Chương 2: Đối tượng và phương pháp nghiên cứu. 

Chương 3: Kết quả và thảo luận 

Kết luận và kiến nghị 

Tài li ệu tham khảo 

Phụ lục 
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Chương 1: TỔNG QUAN TÀI LI ỆU 

1.1. Tổng quan về Bacillus 

1.2. Tổng quan về vi khuẩn Bacillus amyloliquefaciens 

1.3. Tổng quan về enzyme amylase 

1.4. Tổng quan về quá trình thu nhận enzyme amylase từ vi sinh 

vật 

1.5. Tổng quan về nguồn phụ phẩm tự nhiên 

1.6. Những nghiên cứu trong và ngoài nước  

Chương 2: ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng 

- Vi khuẩn Bacillus amyloliquefaciens T9. 

- Các nguồn nguyên liệu tự nhiên: bột sắn thô, bột gạo trắng 

Khang nhân, gạo lứt Khang nhân, bột ñậu nành, bột phế liệu tôm, bột 

cá, tinh bột sắn.  

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

- Phương pháp hoạt hoá giống 

- Đánh giá mật ñộ tế bào vi khuẩn bằng phương pháp ño quang 

- Phương pháp xác ñịnh hoạt ñộ amylase bằng phương pháp 

Bernfeld 

- Phương pháp ñiện di nhằm xác ñịnh phân tử lượng của 

amylase 

- Phương pháp thu nhận chế phẩm enzyme thô 

- Phương pháp toán học 

Chương 3: KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Hoạt hóa giống 

Tế bào vi khuẩn Bacillus amyloliquefaciens T9 ban ñầu ñược 

bảo quản trong glycerol 30% ở ñiều kiện lạnh ñông. Với mục ñích 

hoạt hóa lại chủng vi khuẩn trước khi sử dụng cho nghiên cứu, chúng 
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tôi tiến hành nuôi cấy ria trên môi trường thạch. Kết quả thu ñược 

khuẩn lạc thuần có ñặc ñiểm tròn, có nốt lõi ở giữa, màu trắng hơi 

ñục và có mép răng cưa (hình 3.1). Đặc ñiểm này giống với mô tả về 

chủng Bacillus amyloliquefaciens. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2. Khảo sát ảnh hưởng nguồn carbon (C) và nitơ (N) tự nhiên 

ñến khả năng sinh tổng hợp amylase ngoại bào của B. 

amyloliquefaciens T9  

Dựa vào hàm lượng N, C trong MTCB và thành phần protein, 

tinh bột có trong nguyên liệu ñể xác ñịnh hàm lượng nguyên liệu tự 

nhiên tương ñương cần bổ sung vào nhằm thay thế hoàn toàn hàm 

lượng C, N trong MTCB (Bảng 3.1). 

Từ ñó, chúng tôi tiến hành khảo sát ảnh hưởng của sự kết hợp 

từng nguồn N với các nguồn C khác nhau lên quá trình sinh tổng hợp 

amylase của chủng vi khuẩn. Hoạt ñộ amylase của các mẫu thí 

nghiệm sau nuôi cấy lắc 200 vòng/phút ở nhiệt ñộ 40oC, pH = 7,0 

trong 24 giờ ñược xác ñịnh theo phương pháp Bernfeld và tính theo 

% so với mẫu ñối chứng là MTCB ñể xác ñịnh hiệu quả của sự kết 

hợp. 

 

Hình 3.1. Hình ảnh khuẩn lạc chủng B. amyloliquefaciens T9 
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Bảng 3.1. Hàm lượng C, N tự nhiên cần bổ sung vào môi trường 

nuôi cấy 

Số 
thứ 
tự 

Nguồn N tự 
nhiên 

Hàm lượng 
(%) cần sử 

dụng ñể thay 
thế hoàn toàn 
nguồn N trong 
MTCB (1,3%) 

Nguồn C tự 
nhiên 

Hàm lượng 
(%) cần sử 

dụng ñể thay 
thế hoàn toàn 
nguồn C trong 
MTCB (0,75%) 

1 Bột ñậu nành 3,23 Bột sắn thô 1,65 

2 
Bột phế liệu 
tôm 

4,64 
Bột gạo 
trắng 

1,47 

3 Bột cá 2,06 Bột gạo lứt 1,49 

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của sự kết hợp này ñược thể hiện ở 

hình 3.2 ñến hình 3.5 

3.2.1. Ảnh hưởng của sự kết hợp bột ñậu nành và các nguồn C tự 

nhiên 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kết quả hình 3.2 cho thấy, hoạt ñộ enzyme cao nhất khi kết hợp 

bột ñậu nành với bột sắn thô. So với mẫu ñối chứng, phần trăm hoạt 

ñộ ñạt ñược trong thí nghiệm này là 104,741%, tăng 4,741%.  

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa thống kê 
(p<0,05)) 

 

Công thức thí nghiệm 
Hình 3.2. Ảnh hưởng của sự thay thế kết hợp bột ñậu nành với 

các nguồn C tự nhiên khác nhau lên khả năng sinh amylase 
ngoại bào của B. amyloliquefaciens T9 
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3.2.2. Ảnh hưởng của sự kết hợp bột phế liệu tôm và các nguồn C 

tự nhiên 

Sự kết hợp của bột phế liệu tôm và bột sắn thô là môi trường có 

sự kích thích rất lớn ñến sự sinh trưởng và phát triển của vi khuẩn. 

Hoạt ñộ của enzyme trong môi trường này (120,69%) cao hơn rất 

nhiều so với hai sự kết hợp còn lại (Hình 3.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.3. Ảnh hưởng của sự kết hợp bột cá và các nguồn C tự nhiên 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa 
thống kê (p<0,05)) 
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Công thức thí nghiệm 
Hình 3.3. Ảnh hưởng của sự thay thế kết hợp bột phế liệu 

tôm với các nguồn C tự nhiên khác nhau lên khả năng sinh 
amylase ngoại bào của B. amyloliquefaciens T9 

 

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa 
thống kê (p<0,05)) 
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Công thức thí nghiệm 
Hình 3.4. Ảnh hưởng của sự thay thế kết hợp bột cá với 

các nguồn C tự nhiên khác nhau lên khả năng sinh 
amylase ngoại bào của B. amyloliquefaciens T9 
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Bột cá khi kết hợp với các nguồn C khác nhau ñược sử dụng 

trong nghiên cứu này ñều cho kết quả khả quan. Phần trăm hoạt ñộ 

enzyme ñạt ñược cao nhất khi bột cá với bột sắn thô (123,707%) 

Từ các kết quả trên, chúng tôi ñã lựa chọn ñược 4 môi trường 

thay thế ñể chủng này sinh amylase cao hơn so với MTCB (Hình 3.5) 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Với kết quả tổng hợp ở hình 3.5 chúng tôi nhận thấy rằng: 

- Vi khuẩn có khả năng sinh enzyme tốt nhất trong môi trường 

có sự kết hợp của bột cá và bột sắn thô (123,707%). Tiếp ñến là môi 

trường chứa bột phế liệu tôm và bột sắn thô. Phần trăm hoạt ñộ so 

với ñối chứng là 120,69%. Kết quả xử lý ANOVA cho thấy giữa hai 

môi trường có chứa bột cá, bột sắn thô và môi trường có bột phế liệu 

tôm, bột sắn thô không có sự sai khác (p<0,05). Do ñó, sự kết hợp 

giữa bột sắn thô và bột phế liệu tôm sẽ là lựa chọn thích hợp nhất cho 

quá trình sản xuất amylase bởi B. amyloliquefaciens T9 ở quy mô sản 

xuất vì hiệu quả kinh tế mà nó mang lại cũng như mức ñộ gây ô 

nhiễm môi trường của nguồn nguyên liệu này. 

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa 
thống kê (p<0,05)) 

 

b 

Công thức thí nghiệm 
Hình 3.5. Ảnh hưởng của sự thay thế nguồn C, N tự 
nhiên lên khả năng sinh amylase ngoại bào của B. 

amyloliquefaciens T9 
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- Bột sắn thô có tác dụng kích thích tốt nhất ñến khả năng sinh 

tổng hợp amylase bởi chủng vi khuẩn khi phối hợp với các nguồn N 

khác nhau. 

- Bột gạo bao gồm cả bột gạo trắng và gạo lứt ñều không phải là 

nguồn C tự nhiên tốt  

Tóm lại, môi trường mà chúng tôi lựa chọn ñể thực hiện cho các 

nghiên cứu tiếp theo là môi trường gồm bột phế liệu tôm và bột sắn 

thô. Môi trường này sẽ gọi là môi trường tự nhiên (MTTN). 

3.3. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy lên khả năng sinh tổng 

hợp amylase của B. amyloliquefaciens T9 trong MTTN 

Với mục ñích xác ñịnh thời ñiểm sinh enzyme cao nhất trong 

MTTN, chúng tôi tiến hành nuôi cấy chủng và xác ñịnh hoạt ñộ trong 

các khoảng thời gian khác nhau. Quá trình sinh tổng hợp amylase từ 

chủng Bacillus amyloliquefaciens T9 ñạt cao nhất (6,316U/ml) ở 32 

giờ nuôi cấy. Đây cũng là thời ñiểm mà mật ñộ tế bào ñạt cực ñại. 

(hình 3.6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa 
thống kê (p<0,05)) 
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Hình 3.6. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy ñến sự phát 
tri ển vi khuẩn và hoạt tính của amylase 

Thời gian nuôi cấy 
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3.4. Ảnh hưởng của pH ban ñầu lên khả năng sinh tổng hợp 

amylase bởi B. amyloliquefaciens T9 

Thực hiện thay ñổi pH của MTTN và tiến hành nuôi cấy theo chế 

ñộ trên (nhiệt ñộ 400C, thời gian 32 giờ) ñể khảo sát ảnh hưởng của pH 

ban ñầu ñến khả năng sinh tổng hợp amylase của B. amyloliquefaciens 

T9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kết quả hình 3.4 cho thấy chủng B. amyloliquefaciens T9 có khả 

năng sinh amylase tốt trong khoảng pH ban ñầu từ 5,5 – 7 và ñạt cực 

ñại tại pH 6,5 (12,762U/ml). Trong khoảng pH kiềm tính thì hoạt ñộ 

enzyme lại giảm theo chiều tăng của pH. 

3.5. Ảnh hưởng của nhiệt ñộ lên khả năng sinh tổng hợp amylase 

bởi B. amyloliquefaciens T9  

Tiến hành nuôi cấy chủng vi khuẩn ở các mức nhiệt ñộ khác 

nhau. Hoạt ñộ amylase ñược xác ñịnh bằng phương pháp Bernfeld 

(hình 3.8). 

Quá trình sinh tổng hợp amylase của B.amyloliquefaciens T9 

xảy ra cực ñại ở nhiệt ñộ 400C (11,892U/ml) (Hình 3.8).   

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý 
nghĩa thống kê (p<0,05)) 
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pH môi trường 
Hình 3.7. Ảnh hưởng của pH ban ñầu lên khả năng 
sinh tổng hợp amylase bởi B. amyloliquefaciens T9 
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Kết quả nghiên cứu cũng cho thấy rằng, chủng 

B.amyloliquefaciens T9 có thể sinh amylase khá tốt trong khoảng nhiệt 

ñộ từ 35 – 450C. Sau 450C sự sinh tổng hợp enzyme bị giảm. 

3.6. Nghiên cứu quá trình thu nhận chế phẩm enzyme thô 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Hình 3.9: Khối lượng phân tử protein qua phân tích 
ñiện di SDS-PAGE.  

MS: marker (14,4-97,4 kDa); A, và A, là mẫu enzyme 
tủa 

66 
97 

45 
31 

21 

14 

kDa 

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa 
thống kê (p<0,05)) 
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Nhiệt ñộ nuôi cấy (0C) 
Hình 3.8. Ảnh hưởng của nhiệt ñộ lên quá trình sinh 

tổng hợp amylase bởi B. amyloliquefaciens T9 

a 

b b 

c 
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Chế phẩm enzyme thô thu ñược ñược kết tủa bằng aceton và xác 

ñịnh phân tử lượng của amylase bằng phương pháp ñiện di biến tính 

và không biến tính (hình 3.9).  

3.7. Khảo sát một số tính chất của chế phẩm amylase thu nhận từ 

Bacillus amyloliquefaciens T9 

3.7.1. Ảnh hưởng của nhiệt ñộ và ñộ bền nhiệt của chế phẩm 

enzyme thô 

Thực hiện phản ứng ủ hỗn hợp enzyme và cơ chất ở các mức 

nhiệt ñộ và thời gian khác nhau. Kết quả thu nhận ñược trình bày ở 

hình  hình 3.10 và bảng 3.6 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nhiệt ñộ ñến hoạt ñộ và ñộ bền 

enzyme cho thấy: 

- Khoảng nhiệt ñộ thích hợp của chế phẩm enzyme hoạt ñộng là 

30-80oC, trong ñó 50oC là nhiệt ñộ tối thích cho enzyme hoạt ñộng 

(hình 3.10) 

- Chế phẩm enzyme này bền ở 40 và 500C sau 120 phút ủ (bảng 

3.6) 

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa thống kê 

(p<0,05)) 
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Nhiệt ñộ phản ứng (0C) 

Hình 3.10. Ảnh hưởng của nhiệt ñộ phản ứng ñến hoạt ñộ 
amylase từ B. amyloliquefaciens T9 
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b c c 
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d 

e 

Nhiệt ñộ 
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Bảng 3.6. Độ bền nhiệt của chế phẩm amylase từ B. amyloliquefaciens 

T9 ở pH 6 

Phần trăm hoạt ñộ còn lại ở các mức nhiệt ñộ ủ (%) Thời gian ủ 
(phút) 400C 500C 600C 700C 800C 

0 100a 100a 100a 100a 100a 

10 98,6ab 98,86ab 60,22b 38,48b 35,2b 

20 97,02abc 98,49ab 35,38c 30,78c 32,88c 

30 97,71abc 96,03cd 34,46c 29,28c 34,58b 

40 97,19abc 97,54bc 30,35de 32,96c 20,38d 

50 97,02abc 94,52de 32,48cd 17,57de 19,77d 

60 96,66bc 94,14def 32,48cd 21,09d 20,07d 

70 96,66bc 93,19efg 28,82de 18,07de 18,99de 

80 95,96bc 91,68g 26,53e 18,07de 17,61ef 

90 96,31bc 92,06fg 18,91fg 20,08de 16,68fg 

100 95,44c 91,3g 19,53fg 17,91de 16,06g 

110 92,27d 86,77h 22,42f 15,57e 14,37h 

120 78,92e 85,82h 16,02g 15,4e 12,05i 

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa thống kê và 

sự sai khác thể hiện ñược xử lý theo cột) 

3.7.2. Ảnh hưởng của pH và ñộ bền pH của chế phẩm enzyme thô 

- Hoạt ñộ của amylase ñạt ñược rất thấp ở pH 4.0 (2.1U/ml/phút) 

sau ñó tăng mạnh và ñạt cực ñại tại pH 6.0 (12.686 U/ml/phút). 

Khoảng pH thích hợp cho hoạt ñộng của enzyme nằm trong vùng acid 

yếu và trung tính (pH=5-7). 

- Chế phẩm enzyme thô rất bền sau 120 ph ủ ở 3 mức pH ñược 

khảo sát (Bảng 3.7), trong ñó ñộ bền của enzyme ở pH 5 và pH 7 ổn 

ñịnh hơn so với pH 6. 
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Bảng 3.7. Độ bền pH của chế phẩm amylase từ B. 
amyloliquefaciens T9 ở 500C 

Phần trăm hoạt ñộ còn lại ở các mức pH (%) Thời gian ủ (phút) 
5 6 7 

0 100a 100a 100a 

10 99.1ab 98.43ab 98.02ab 

20 97.06abc 96.46b 95.26ab 

30 96.15abc 93.11c 96.04ab 

40 98.87abc 92.71cd 96.64bc 

50 99.1ab 90.16de 95.44bcd 

60 95.69bcd 92.91cd 96.24bc 

70 97.51abc 92.71cd 95.64bcd 

80 94.57cd 89.37e 94.46bcd 

90 94.57cd 87.4ef 92.28d 

100 95.47bcd 85.04fg 92.68cd 

110 91.84de 86.03fg 84.76e 

120 88.89e 83.66g 83.17e 

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa thống kê 
(p<0,05) và sự sai khác thể hiện ñược xử lý theo cột) 

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa thống kê 
(p<0,05)) 
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Hình 3.11. Ảnh hưởng của pH môi trường phản ứng ñến hoạt ñộ 

amylase từ B. amyloliquefaciens T9 
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3.7.3. Ảnh hưởng của ion Ca2+ ñến hoạt ñộ và ñộ bền nhiệt của 

chế phẩm enzyme thô 

Kết quả khảo sát ảnh hưởng của ion Ca2+ ñến hoạt ñộ và ñộ 

bền nhiệt của chế phẩm enzyme thô cho thấy rằng: 

- Hoạt ñộ của enzyme trong ña số trường hợp với mẫu có bổ 

sung Ca2+ và không bổ sung Ca2+ có giá trị xấp xĩ nhau. Ở một số 

mức nhiệt ñộ thì mẫu có bổ sung Ca2+ cho hoạt ñộ cao hơn nhưng 

không ñáng kể, một số trường hợp khác thì hoạt ñộ của mẫu không 

có Ca2+ lại cho giá trị cao hơn.  

- Ion Ca2+ không có tác dụng làm tăng ñộ bền nhiệt của enzyme 

theo các khoảng thời gian ủ khác nhau ở các mức nhiệt ñộ khác nhau. 

Qua ñó chúng tôi nhận thấy rằng, ion Ca2+ hầu như không có tác 

ñộng rõ rệt ñến việc làm tăng ñộ hoạt ñộ cũng như ñộ bền nhiệt của 

enzyme amylase từ chủng Bacillus amyloliquefaciens T9 ñược nuôi 

cấy trong MTTN (hình 3.12, 3.13, 3.14, 3.15, 3.16 và hình 3.17) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa thống kê 
(p<0,05)) 

a 
a 

a a a 

a 

a 

a 

b 

a 
a a 

a 

a 

a 

a 

Nhiệt ñộ ủ (0C) 
Hình 3.12. Ảnh hưởng của ion Ca2+ ñến hoạt ñộ amylase từ B. 

amyloliquefaciens T9 ở các nhiệt ñộ khác nhau 

H
oạ

t ñ
ộ 

am
yl

as
e 

(U
/m

l) 



 18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa thống kê 
(p<0,05)) 

Hình 3.13. Độ bền nhiệt của chế phẩm amylase ở 400C 
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a a a a a a a 
a 

b b 

b b 
b b b b 

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa 
thống kê (p<0,05)) 

a a a a a a a 
a 

b b b b 
b 

b b 
b 

Hình 3.14. Độ bền nhiệt của chế phẩm amylase ở 500C 
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Hình 3.15. Độ bền nhiệt của chế phẩm amylase ở 600C 

a 

a 

b 

a 
a a b a a a 

a a a a a 
a 

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa 
thống kê (p<0,05)) 
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(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa 
thống kê (p<0,05)) 
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Hình 3.16. Độ bền nhiệt của chế phẩm amylase ở 700C 
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3.8. Thử nghiệm khả năng thủy phân tinh bột sắn của chế phẩm 

amylase từ Bacillus amyloliquefaciens T9 

3.8.1. Ảnh hưởng của nồng ñộ tinh bột sắn ñến hoạt ñộng thủy 

phân của chế phẩm amylase từ B.amyloliquefaciens T9 

Tiến hành bổ sung một lượng cố ñịnh chế phẩm enzyme vào 

dung dịch tinh bột sắn với nồng ñộ khác nhau. Kết quả thủy phân tinh 

bột sắn của amylase từ Bacillus amyloliquefaciens T9 ñược thể hiện 

ở hình 3.18 

Hoạt ñộng xúc tác quá trình thủy phân của enzyme tăng nhanh 

khi tăng nồng ñộ tinh bột sắn từ 1% ñến 6%. Sau nồng ñộ 6%, hoạt 

ñộ enzyme có xu hướng tăng nhẹ và ñạt cao nhất khi nồng ñộ tinh bột 

sắn lớn nhất là 10% (21,495 U/ml). Tuy nhiên, kết quả xử lý thống kê 

cho thấy ở các nồng ñộ cơ chất 6%, 7%, 8%, 9% và 10% ñều không 

có sự sai khác. Do ñó, với cùng một thể tích enzyme và thể tích dung 

dịch tinh bột sắn sử dụng chúng tôi nhận thấy rằng nồng ñộ tinh bột 

sắn phù hợp là 6%. 
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b b a b b b b 

a 
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b a a a a 

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý 
nghĩa thống kê (p<0,05)) 
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Hình 3.17. Độ bền nhiệt của chế phẩm amylase ở 800C 
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3.8.2. Ảnh hưởng của nhiệt ñộ ñến quá trình thủy phân tinh bột 

sắn bởi chế phẩm amylase từ Bacillus amyloliquefaciens T9 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý 
nghĩa thống kê (p<0,05)) 
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Nồng ñộ tinh bột sắn 
Hình 3.18. Ảnh hưởng của nồng ñộ tinh bột sắn ñến hoạt 

ñộng thủy phân của chế phẩm amylase 
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(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa 

thống kê (p<0,05)) 
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Nhiệt ñộ thủy phân (0C) 
Hình 3.19. Ảnh hưởng của nhiệt ñộ ñến hoạt ñộng thủy 

phân tinh bột sắn của chế phẩm amylase 
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Quá trình thủy phân tinh bột sắn bởi enzyme amylase của chủng 

Bacillus amyloliquefaciens T9 xảy ra mạnh ở trong khoảng nhiệt ñộ từ 

50 ñến 800C (hình 3.19). Hoạt ñộ xúc tác của enzyme ñạt cao nhất tại 

700C (25,238U/ml) và khi nhiệt ñộ phản ứng tăng cao, hoạt ñộ xúc tác 

của enzyme giảm hẳn. 

 3.8.3. Ảnh hưởng của pH ñến khả năng thủy phân tinh bột sắn bởi 

chế phẩm enzyme thô 

Tiến hành ñiều chỉnh pH của dung dịch tinh bột sắn sau ñó bổ 

sung enzyme ñể khảo sát ảnh hưởng của pH cơ chất ñến hoạt ñộ 

amylase. Kết quả cho thấy khả năng xúc tác quá trình thủy phân của 

amylase trên nền cơ chất là tinh bột sắn ñạt giá trị cao nhất ở pH 6 

(27,866U/ml). Với pH 4, 5 thì sự thủy phân cũng cho hiệu quả cao 

(hình 3.20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.8.4. Ảnh hưởng của thời gian thủy phân tinh bột sắn ñến hoạt ñộ 

của amylase từ Bacillus amyloliquefaciens T9 

Qua ñồ thị hình 3.21 cho thấy, khi thời gian thủy phân càng tăng 

thì hoạt ñộng thủy phân của chế phẩm enzyme thô của Bacillus 

amyloliquefaciens T9 càng tăng và theo ñó sản phẩm tạo ra càng 

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa 

thống kê (p<0,05)) 
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Hình 3.20. Ảnh hưởng của pH ñến hoạt ñộng thủy 

phân tinh bột sắn của chế phẩm amylase 
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nhiều. Lượng ñường khử tạo ra ñạt cực ñại sau 80 phút ủ (36,637 

µmol maltose) và càng về sau thì lượng ñường tạo thành không tăng 

nữa mà có xu hướng giảm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Từ kết quả thu ñược chúng tôi ñề xuất quy trình thủy phân tinh bột 

sắn ở quy mô phòng thí nghiệm như sau: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Các chữ cái khác nhau biểu thị sự sai khác có ý nghĩa 

thống kê (p<0,05)) 
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Thời gian ủ 
Hình 3.21. Ảnh hưởng của thời gian thủy phân tinh bột sắn 
ñến hoạt ñộ của amylase từ Bacillus amyloliquefaciens T9 
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c c 

b 
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b b b b 

Hình 3.1. Quy trình thủy phân tinh bột sắn bởi amylase từ Bacillus 

amyloliquefaciens T9 

 

Dung dịch hồ tinh bột sắn 6% 
pH = 6 

Ủ  
(ở 700C, 80 phút) 

Dịch thủy phân 

Chế phẩm enzyme amylase 
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KẾT LUẬN VÀ KI ẾN NGHỊ 

1. Kết luận 

Từ các kết quả ñạt ñược trong nghiên cứu này, chúng tôi ñi 

ñến một số kết luận như sau: 

1. Đã xác ñịnh ñược nguồn nguyên liệu tự nhiên thích hợp 

cho chủng  B. amyloliquefaciens T9 sinh tổng hợp amylase ngoại bào 

cao và có hiệu quả kinh tế bao gồm bột phế liệu tôm và bột sắn thô. 

2. Đã xác ñịnh ñược thời ñiểm thu nhận enzyme ñạt cực ñại 

và các ñiều kiện nuôi cấy thích hợp: thời gian nuôi cấy là 32 giờ, 

toopt=40oC, pHopt=6,5. 

3. Đã xác ñịnh ñược khối lượng phân tử của amylase từ 

Bacillus amyloliquefaciens T9 là trên 100kDa. 

4. Xác ñịnh ñược một số tính chất của chế phẩm enzyme 

amylase thu nhận ñược khi nuôi cấy trong MTTN như sau:  

- Khoảng nhiệt ñộ thích hợp là 40-70oC và toopt=500C; 

- Khoảng pH thích hợp là: 5-7 và pHopt = 6,0; 

- Enzyme này bền ở hai mức nhiệt ñộ là 40, 500C và ổn ñịnh 

sau 120 phút ủ; 

- Độ bền pH của chế phẩm enzyme từ 6-7 trong 120 phút ủ; 

- Ion Ca2+ bổ sung vào gây ảnh hưởng không ñáng kể ñến 

hoạt ñộ và ñộ bền nhiệt của enzyme amylase thu ñược. 

5. Đã xác ñịnh ñược các thông số tối ưu cho quá trình thủy 

phân tinh bột sắn bằng amylase thu ñược từ B. amyloliquefaciens T9 

khi nuôi cấy trong MTTN ở quy mô phòng thí nghiệm:  

- Nồng ñộ tinh bột sắn thích hợp nhất là 6%;  

- Nhiệt ñộ thủy phân 700C; 

- pH dung dịch tinh bột sắn là 6,0;  

- Thời gian thủy phân là 80 phút. 
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2. Kiến nghị 

Những kiến nghị về việc tiếp tục nghiên cứu phát triển ñề tài 

như sau: 

1. Nghiên cứu lên men sản xuất enzyme với quy mô lớn;  

2. Nghiên cứu tinh sạch chế phẩm enzyme ñể thu ñược 

enzyme tinh khiết hơn; 

3. Nghiên cứu tiếp tục và ứng dụng enzyme amylase vào quá 

trình thủy phân tinh bột sắn ñể có thể phục vụ cho ngành công nghiệp 

các chế phẩm enzyme thu ñược vào chế biến thực phẩm. 

 

 


