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Tãm t¾t néi dung 
 

Lipase (EC 3.1.1.3) là enzym ®−îc øng dông trong nhiÒu ngµnh nh− 

công nghiệp thực phẩm, công nghiệp hoá học, công nghiệp mỹ phẩm, công 
nghiệp da, trong y dược và các ngành công nghiệp khác do cã kh¶ n¨ng 

xóc tác thuỷ phân triglyxerit thành di, mono glyxerit hoặc glyxerol và các 
axit béo nhờ hoạt động trên bề mặt phân pha dầu nước. Trong công nghiệp 
dầu và chất béo, việc sử dụng lipase đã rất phổ biến. Có khoảng hơn 100 
loại lipase khác nhau được dùng để chuyển đổi lipit thành các chất khác 

Hiện nay, Việt Nam đã sử dụng một lượng lớn lipase trong ngành 
công nghiệp thực phẩm, công nghiệp tẩy rửa, hoá học, y học… song các 
chế phẩm lipase đang sử dụng phần lớn là nhập khẩu. Do vậy, môc ®Ých 

cña ®Ò tµi tËp trung nghiªn cøu thu nhËn vµ sö dông hiÖu qu¶ lipase tõ hai 

®èi t−îng lµ nÊm men Candida rugosa vµ Bacillus sp  

Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu  

- Vi sinh vËt ®−îc nu«i cÊy theo ph−¬ng ph¸p nu«i ch×m c¶ 2 chñng 

Candida rugosa vµ Bacillus sp trªn m¸y l¾c lắc ổn nhiệt Shellab vµ trªn 

thiÕt bÞ lªn men 2 lÝt.  

- X¸c ®Þnh ho¹t ®é lipase b»ng ph−¬ng ph¸p chuÈn ®é. 

- Cè ®Þnh lipase trªn nylon 6 b»ng liªn kÕt ®ång ho¸ trÞ. 

- T¸ch vµ tinh chÕ lipase b»ng etanol vµ s¾c ký trao ®æi ion DEAE 

cellulose.  

- B»ng ph−¬ng ph¸p to¸n häc thùc nghiÖm tèi −u m«i tr−êng nu«i cÊy 

theo m« h×nh bËc 1 cña Box Wilson. 

- So s¸nh s¶n phÈm phomat ®−îc chÕ biÕn cã bæ sung lipase vµ kh«ng bæ 

sung lipase b»ng ph−¬ng ph¸p c¶m quan thùc phÈm. 

§Ò tµi ®· thu ®−îc nh÷ng kÕt qu¶ chÝnh sau: 

- T×m ®−îc ®iÒu kiÖn nu«i cÊy tèi −u cho sinh tæng hîp lipase tõ Candida 
rugosa cho mét lÝt lµ:  

M«i tr−êng nu«i gåm: KH2PO4: 15 g; K2HPO4:5,5 g; 

(NH4)2SO4:4g; MgSO4:1g; FeCl3:10m g; inositon: 0,004mg; biotin: 



0,008mg; Thiamine.HCl: 0,2mg; DÇu oliu: 1%; axit palmitic: 1.2 g; 

H2O: 1000ml;  

Sè tÕ bµo nÊm men cÊy ban ®Çu: 2,6.106 tb/ml canh tr−êng;  

Thêi gian nu«i: 40 giê 

- T×m ®−îc ®iÒu kiÖn nu«i cÊy tèi −u cho sinh tæng lîp lipase tõ Bacillus 

sp lµ: m«i tr−êng BMGY víi thµnh phÇn: (1% (w/v) cao nÊm men, 2% 

(w/v) bacto-peptone, 100 mM kali phosphate, pH 7.0, 4 x 10-5% (w/v) 

biotin vµ 1% (v/v) methanol) ë 30°C l¾c 220 vßng/phót 

- Nång ®é cån thÝch hîp cho kÕt tña thu lipase lµ 90%. Lipase sau kÕt tña 

cån cho ch¹y s¾c ký trªn sắc ký đồ cho thấy lipase sau khi qua cột trao 

đổi ion DEAE - cellulose xuất hiện 3 pick. Tiến hành xác định hoạt độ 

lipase ở các phân đoạn. Kết quả cho thấy chỉ có pick 1 và pick 3 có hoạt 

tính lipase (69UI/ml và 77UI/ml) vµ Lip1 và Lip3 có khối lượng phân tử 

là 58 và 62 kDa. Lipase sau các bước làm sạch: kết tủa etanol, sắc ký 

trao đổi ion DEAE – Cellulose thu được chế phẩm có hoạt độ riêng 

55,16 U/mg protein, mức độ tinh sạch là 12,5 lần; hiệu suất thu hồi là 

37,06%.  

- Đã khảo sát được các điều kiện tối ưu để cố định lipase trên Nylon-6 đó 
là: nồng độ HCl chất mang là 3,5N; glutaraldehit là 10%, nồng độ lipase 
đem cố định là 1mg/ml (550U/ml); sử dụng dung dịch đệm phosphat pH 
7,7. 

- Đã xác định một số đặc tính của lipase cố định trên Nylon-6 

• Nhiệt độ tối ưu là 70°C, bền ở vùng nhiệt độ 40 - 60ºC, sau 18 giờ 
hoạt độ còn lại là 52,4 – 66,7%. 

• pH tối ưu là 7,0; bền ở vùng pH 7 - 7,5; sau 18 giờ hoạt độ còn 50,6 
- 57%. 

- Đã xác định một số đặc tính của lipase tan từ Candida rugosa 

•   Nhiệt độ tối ưu là 60°C, bền ở vùng nhiệt độ 40 - 50ºC, sau 18 giờ 
hoạt độ còn lại là 50,2 - 59%. 



• pH tối ưu là 8,0; bền ở vùng pH 7,5 - 8,0, sau 18 giờ hoạt độ còn 
53,9 - 62%. 

• Điểm đẳng điện của lipase là pI = 7,5 

• Ảnh hưởng của các ion kim loại đến hoạt tính của lipase:  
- Ion Pb2+ ức chế mạnh (làm giảm hoạt độ tới 33,26%) 
- Các ion Cu2+, Fe3+, Zn2+ ức chế yếu (làm giảm hoạt tính 13%)    
- Các ion Na+, K+ không ảnh hưởng.  

- Các ion Mg2+, Ca2+ có khả năng hoạt hoá lipase. 

- Mét sè ®Æc tÝnh lipase tõ Bacillus sp 

♦ TÝnh ®Æc hiÖu c¬ chÊt ®èi víi tributyrin lµ cao nhÊt: 101 U/ml. 

♦ NhiÖt ®é tèi −u lµ 70°C (91,1 U/ml). 

♦ Lipase cã ®é bÒn nhiÖt, sau 24 giê ho¹t tÝnh vÉn cßn 63%. 

♦ pH 9,5 lµ thÝch hîp nhÊt cho ph¶n øng, ho¹t tÝnh ®¹t 108,1 U/ml. 

♦ pH 9,0 ®Öm Tris-HCl vµ pH 10,0 ®Öm glycine kh«ng ¶nh h−ëng tíi 

®é bÒn cña lipase, ho¹t tÝnh cßn l¹i vÉn ®¹t 117%. 

♦ Ca2+ t¨ng ho¹t tÝnh lipase lªn 10-12%, ng−îc l¹i K1+, Mg2+, Fe3+ gi¶m 

ho¹t tÝnh lipase tõ 11-42%. 

♦ C¸c dung m«i h÷u c¬ ®Òu gi¶m ho¹t tÝnh lipase. Acetone, 2-propanol 

vµ ethanol gi¶m mét nöa, methanol gi¶m mét phÇn t−. 

♦ C¸c chÊt tÈy ¶nh h−ëng lªn ho¹t tÝnh lipase. Triton X-100 t¨ng ho¹t 

tÝnh lªn 63%. Tween 20 gi÷ nguyªn ho¹t tÝnh (107%). Tween 80 gi¶m 

mét nöa. Cßn SDS k×m h·m ho¹t tÝnh lipase 3%. 

- Đã khảo sát khả năng thuû ph©n dÇu ®Ëu t−¬ng cña lipase cè ®Þnh thu 

®−îc dÇu cã chØ sè axit ®¹t 80,5. 
- Sö dông lipase trong s¶n xuÊt phomat kÕt qu¶ cho thÊy phomat cã bæ 

sung lipase ®· lµm t¨ng c¸c chØ tiªu chÊt l−îng c¶m quan (mµu s¾c, 

h−¬ng th¬m,...)so víi sản phẩm phomat không bổ sung lipase 
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Më ®Çu 
Lipase là enzym xúc tác thuỷ phân triglyxerit thành di, mono 

glyxerit hoặc glyxerol và các axit béo nhờ hoạt động trên bề mặt phân pha 
dầu nước. Lipase (EC 3.1.1.3) là enzym linh hoạt có thể sử dụng xúc tác 
nhiều loại phản ứng khác nhau, có khả năng chịu kiềm, chịu nhiệt. Chính vì 
thế, lipase được ứng dụng rộng rãi trong công nghiệp như công nghiệp thực 
phẩm, công nghiệp hoá học, công nghiệp mỹ phẩm, công nghiệp da, trong 
y dược và các ngành công nghiệp khác[2]. 

Lipase ®−îc ph©n bè ë c¶ ®éng vËt, thùc vËt vµ vi sinh vËt, song 

trong c«ng nghiÖp nguån thu lipase lín nhÊt lµ tõ vi sinh vËt. Trong ®ã c¶ 

nÊm mèc, nÊm men, vi khuÈn vµ x¹ khuÈn ®Òu cã kh¶ n¨ng tæng hîp lipase.  

Vào nh÷ng n¨m cuèi thÕ kû XX, tæng s¶n l−îng c¸c lo¹i enzym toàn 
thế giới vào khoảng 1300 tấn/năm[3]. Thị trường thế giới về enzym công 
nghiệp trong năm 1994 ước tính khoảng 1 tỷ đôla Mỹ, trong đó lipase 
chiếm 7% (70 triệu) [sheldon, 1996]. Trong công nghiệp dầu và chất béo, 
việc sử dụng lipase đã rất phổ biến. Có khoảng hơn 100 loại lipase khác 
nhau được dùng để chuyển đổi lipit thành các chất khác[13]. 

Hiện nay, Việt Nam đã sử dụng rất phổ biến lipase trong ngành công 
nghiệp thực phẩm, công nghiệp tẩy rửa, hoá học, y học… và cần một lượng 
lớn lipase, song các chế phẩm lipase đang sử dụng phần lớn là nhập khẩu. 
Do vậy, ®Ò tµi tËp trung nghiªn cøu thu nhËn vµ sö dông hiÖu qu¶ lipase tõ 

hai ®èi t−îng lµ nÊm men Candida rugosa vµ Bacillus sp  

 

 

 

 

 



Tæng quan 
1.1. CÁC NGUỒN THU LIPASE (EC.3.1.1.3) 

Lipase được phân bố rộng trong các loài vi sinh vật, động vật và cả ở 
thực vật.  

Ở người và động vật có xương sống, nhiều lipase kiểm soát sự thuỷ 
phân, sự hấp thụ, sự tạo thành chất béo và chuyển hoá lipoprotein. Lipase 
động vật chia làm 3 nhóm dựa trên vị trí và hoạt động của chúng: lipase 
thực phẩm, lipase mô và lipase sữa. 

Ở thực vật, lipase được tìm thấy ở mô dự trữ của hạt dầu, hạt ngũ 
cốc trong quá trình nảy mầm của hạt. Hầu hết các lipase không hoạt động 
trong thời kỳ ngủ đông, ngoại trừ lipase tìm thấy ở hạt đậu caston[16]. 

Lượng lớn lipase trong công nghiệp được sản xuất từ các loại vi sinh 
vật: vi khuẩn, nấm mốc, nấm men[10].  

Vi khuẩn: Lipase ngoại bào của Streptomyces rimous R6554 W được 
tách từ dịch lọc canh trường bằng sắc ký cột. Streptomyces là vi khuẩn đất 
Gram (+) thể hiện khả năng đặc biệt đối với sự tổng hợp các chất trao đổi 
thứ cấp và sử dụng lipase thuỷ phân ngoại bào để phá huỷ nguyên liệu hữu 
cơ trong môi trường sống tự nhiên. Tuy nhiên cho đến nay, chỉ có một vài 
lipase Streptomyces đã được xác định hoạt tính[10]. Ngoài ra, người ta 
cũng đã tìm thấy lipase có trong một số loài vi khuẩn khác như 
Pseudomonas cepacia có hoạt tính ngay ở nhiệt độ cao, trong môi trường 
kiềm và kỵ nước[5]. 

Nấm mốc: Lipase được tìm thấy ở một số loài như: Aspergillus, 
Rhizopus (tách từ quả dừa), Rhizopus oryzae (phân lập từ dầu dừa), 
Pythiumnltimum (trong dung dịch hữu cơ, không có nhũ tương), và Mucor 
sp humicola lamuginosa[6].  

Nấm men: Nấm men Candida rugosa là một nguồn sản xuất lipase 
quan trọng. Các đặc tính xúc tác cấu trúc hoá sinh của lipase trong loài nấm 
men Candida rugosa đã được công bố trên nhiều tài liệu[7]. Có ít nhất 7 



giống lipase từ Candida rugosa trong đó có 4 giống đã được xác định đặc 
tính và 3 giống đã được dùng để sản xuất enzym thương phẩm.     
1.2. c¸c yÕu tè ¶nh h−ëng ®Õn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp lipase 
Cã nhiÒu yÕu tè ¶nh h−ëng ®Õn sinh tæng hîp enzym. Nh−ng nh÷ng ®Æc 

®iÓm vÒ tÝnh chÊt, sinh lý, sinh ho¸ cña vi sinh vËt cã ý nghÜa quyÕt ®Þnh 

h¬n c¶. V× vËy viÖc tuyÓn chän chñng cã ho¹t lùc t−¬ng ®èi ë trong tù 

nhiªn sau ®ã t¨ng c−êng kh¶ n¨ng sinh tæng hîp cao cña chóng b»ng 

ph−¬ng ph¸p g©y ®ét biÕn lµm thay ®æi nguån gen trung t©m nhê c¸c yÕu tè 

ho¸ häc, vËt lý,cã mét ý nghÜa v« cïng quan träng. 

Kh«ng ph¶i tÊt c¶ mäi vi sinh vËt ®Òu cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzym 

nh− nhau, ngay c¶ nh÷ng chñng cïng chi, cïng loµi còng cã thÓ rÊt kh¸c 

nhau vÒ l−îng enzym do chóng s¶n sinh ra. V× thÕ viÖc tuyÓn chän c¸c vi 

sinh vËt cã kh¶ n¨ng t¹o nhiÒu enzym cÇn ph¶i lu«n kÕt hîp chÆt chÏ víi 

viÖc kiÓm tra ho¹t lùc cña hµng chôc, hµng tr¨m chñng vi sinh vËt ®Ó t×m ra 

nh÷ng chñng cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzym cao nhÊt. 

Ngoµi viÖc tuÓn chän chñng vi sinh vËt cã k¶h n¨ng sinh tæng hîp c¸c hÖ 

enzym cã ho¹t ®é cao cÇn ph¶i tiÕn hµnh nu«i cÊy chóng trong c¸c ®iÒu 

kiÖn tèi −u nh»m ®¶m b¶o k¶h n¨ng sinh tæng hîp vµ duy tr× ho¹t lùc 

enzym cña chóng. 

1.2.1. ¶nh h−ëng cña thµnh phÇn m«i tr−êng dinh d−ìng 

Thµnh phÇn m«i tr−êng lµ nh©n tè cã t¸c ®éng quan träng ®Õn ho¹t ®éng 

còng nh− qu¸ tr×nh tæng hîp enzym cña vi sinh v©tj, muèn sinh tr−ëng, ph¸t 

triÓn ®−îc cÇn ph¶i cã c¸c ho¹t chÊt chøa C, N, H vµ O ®Çy ®ñ. Ngoµi ra vi 

sinh vËt cÇn ®−îc cung cÊp c¸c chÊt kho¸ng Mg, Ca, S, P, Fe, K vµ mét sè 

chÊt c¶m øng ®Æc tr−ng cña tõng enzym. 

• ¶nh h−ëng cña nguån cacbon 

C¸c nguån cacbon kh¸c nhau sÏ ¶nh h−ëng kh¸c nhau lªn sù ph¸t triÓn vµ 

s¶n sinh enzym  cña mçi sinh vËt. E. Dalmau vµ céng sù (2000) ®· nghiªn 

cøu sù ¶nh h−ëng cña nguån cacbon ®Õn sinh tæng hîp lipase cña chñng 

Candida rugosa b»ng ph−¬ng ph¸p nu«i b¸n liªn tôc cho thÊy c¸c 

hydratcacbon vµ c¸c axit kh«ng liªn quan ®Õn chÊt bÐo th× kh«ng lµm t¨ng 

sù s¶n xuÊt lipase. HiÖu suÊt thu ®−îc enzym cao nhÊt víi c¸c nguån 



cacbon lµ lipit hoÆc axit bÐo. Sù kÕt hîp 2 lo¹i c¬ chÊt hydratcacbon vµ axit 

bÐo kh«ng c¶i thiÖn sù sinh tæng hîp lipase. Glucose k×m h·m sù sinh tæng 

hîp lipase, ng−îc l¹i, tween 80 kÝch thÝch sù tæng hîp lipase. 

• ¶nh h−ëng cña nguån nit¬ 

Nit¬ lµ yÕu tè ¶nh h−ëng lín ®Õn sù sinh tæng hîp cña nhiÒu enzym, v× nit¬ 

lµ nguån cung cÊp vËt liÖu (nguyªn tè nit¬) cho qu¸ tr×nh sinh tæng hîp 

protein enzym trong qu¸ tr×nh ph¸t triÓn.Silbel F. vµ céng sù (2002) nghiªn 

cøu ¶nh h−ëng cña nguån cacbon vµ nit¬ ®Õn sù sinh tæng hîp lipase cña 

chñng Candida rugosa cho thÊy trong nh÷ng nguån cacbon vµ nit¬ nghiªn 

cøu th× ho¹t ®é lipase cña canh tr−êng nu«i ®¹t ®−îc cao nhÊt (5,58 U/ml) 

khi m«i tr−êng nu«i chøa nguån nit¬ lµ cao nÊm men vµ proteose-pepton 

víi nguån cacbon lµ dÇu oliu. Vµ ho¹t ®é ®¹t thÊp nhÊt khi m«i tr−êng nu«i 

cÊy chøa nguån nit¬ lµ trypton vµ nguån cacbon lµ lactose. Tuy nhiªn ¶nh 

h−ëng cña nguån nit¬ ®Õn sù tæng hîp lipase cña c¸c chñng kh¸c nhau lµ 

kh¸c nhau, do vËy trong nghiªn cøu cña Melisa E. L. Gutara vµ céng sù cho 

thÊy khi lªn men bÒ mÆt chñng Penicillium simplicissimum th× ¶nh h−ëng 

cña nguån nit¬ ®Õn sinh tæng hîp lipase lµ kh«ng ®¸ng kÓ. 

• ¶nh h−ëng cña nguån kho¸ng  

C¸c nguyªn tè ®a l−îng vµ vi l−îng cã ¶nh h−ëng lín tíi sù sinh tr−ëng vµ 

sinh tæng hîp lipase cña vi sinh vËt. Theo c«ng bè cña Rohit Sharma vµ 

céng sù (2001) cho thÊy Mg cã ¶nh h−ëng ®Õn ®é bÒn nhiÖt cña enzym, 

nÕu thiÕu Mg trong m«i tr−êng nu«i th× sù sinh tæng hîp lipase bÞ gi¶m 

xuèng. Phospho ¶nh h−ëng trùc tiÕp tíi sinh s¶n cña nÊm mèc vµ c¸c vi 

sinh vËt. V× vËy muèn t¨ng c−êng sù tæng hîp lipase cÇn cung cÊp ®Çy ®ñ 

l−îng phospho ®Çy ®ñ l−îng cÇn thiÕt cña nguyªn tè nµy. L−u huúnh kÝch 

thÝch sù t¹o thµnh lipase ë nÊm men, nguån l−u huúnh dïng lµ (NH4)2SO4.  

Khi chän m«i tr−êng dinh d−ìng ®Ó nu«i vi sinh vËt cÇn chó ý ®Õn thµnh 

phÇn, chÊt l−îng vµ sù t−¬ng quan vÒ khèi l−îng gi÷a c¸c cÊu tö. C¸c 

nghiªn cøu tr−íc ®©y ®· cho thÊy cã kh¶ n¨ng t¨ng c−êng sinh tæng hîp 

enzym lªn hµng chôc lÇn vµ h¬n n÷a b»ng c¸ch thay ®æi thµnh phÇn m«i 

tr−êng mét c¸ch chuÈn x¸c, Tû lÖ tèi −u gi÷a c¸c cÊu tö chÝnh, tuyÓn chän 



vµ cho thªm c¸c chÊt c¶m øng cã hiÖu lùc, bæ sung l−îng cÇn thiÕt c¸c chÊt 

kho¸ng còng nh− c¸c yÕu tè kÝch thÝch sinh tr−ëng. 

1.2.2. ¶nh h−ëng cña ®iÒu kiÖn nu«i 

§iÒu kiÖn nu«i cã ¶nh h−ëng lín ®Õn qu¸ tr×nh sinh tr−ëng vµ ph¸t triÓn cña 

vi sinh vËt, ®iÒu kiÖn nu«i ë ®©y bao gåm c¸c yÕu tè ®é Èm, pH, ®é th«ng 

khÝ, tèc ®é l¾c, nhiÖt ®é m«i tr−êng 

• pH m«i tr−êng 

pH ban ®Çu cña m«i còng ¶nh h−ëng kh«ng nhá tíi sù ph¸t triÓn vµ kh¶ 

n¨ng t¹o enzym. Jau-Yann Wu (2000) nghiªn cøu sù sinh tæng hîp lipase 

cho thÊy ho¹t ®é lipase ®−îc tæng hîp cao nhÊt ë pH 8,5. 

• §é th«ng khÝ 

Trong qu¸ tr×nh sinh tr−ëng vi sinh vËt tiªu thô 25-35% chÊt dinh d−ìng 

cña m«i tr−êng vµ th¶i ra mét l−îng lín nhiÖt vµ CO2. V× vËy ph¶i h¹ nhiÖt 

b»ng th«ng giã víi kh«ng khÝ v« trïng cã ®é Èm t−¬ng ®èi gÇn 100%, chÕ 

®é th«ng khÝ v« trïng cã thÓ liªn tôc hoÆc gi¸m ®o¹n hoÆc th«ng khÝ tù 

nhiªn. Trong m«i tr−êng nu«i cÊy ch×m ph¶i ®¶m b¶o sao cho ®é oxy hoµ 

tan kh«ng thÊp h¬n 20% ®é b·o hoµ (F. Valero, 1998). 

• MËt ®é tÕ bµo 
Sè l−îng tÕ bµo vi sinh vËt còng cã ¶nh h−ëng tíi sinh tæng hîp lipase cña 

nÊm men Candida rugosa. Trong cïng mét m«i tr−êng nu«i, nÕu sè l−îng 

tÕ bµo qu¸ Ýt sÏ lµm kÐo dµi pha æn ®Þnh vµ pha logarit vµ ¶nh h−ëng ®Õn sù 

sinh t«ngr hîp lipase, ng−îc l¹i khi sè l−îng tÕ bµo ban ®Çu qu¸ nhiÒu pha 

log¶it ch−a hoµn thµnh th× m«i tr−êng ®· c¹n kiÖt nguån dinh d−ìng v× vËy 

lipase còng ®−îc tæng hîp Ýt h¬n. Do vËy ta cÇn ph¶i nghiªn cøu t×m mËt ®é 

tÕ bµo ban ®Çu thÝch hîp ®Ó cho kh¶ n¨ng sinh tæng hîp lipase cao. 

1.3. CẤU TẠO CỦA LIPASE 
1.3.1. Khối lượng phân tử 

Cũng như các enzym khác, lipase có thể thu từ mô, cơ quan động, 
thực vật và vi sinh vật. Các lipase đều có những tính chất chung, song 
chúng cũng khác nhau về một số tính chất như: tính đặc hiệu cơ chất, mức 



độ phân giải cơ chất, khối lượng phân tử, thành phần axit amin và điều kiện 
hoạt động. Sự khác nhau này không những giữa các loài mà ngay cả giữa 
các chủng trong cùng một loài[7]. 

Khối lượng phân tử của lipase dao động khá nhiều giữa các chủng vi 
sinh vật: Candida rugosa có 2 đồng phân là LipA (58kDa) và LipB 
(62kDa); Geotrichum candidum khoảng 60.000 Da[34], Aspergillus niger 
97.000 Da, Penicillium crustosum 29.300 Da, C.Paralipolytica 55.900 Da. 
Awai và cộng sự cũng đã tách được từ P.cyclopum hai lipase có khối lượng 
phân tử 27 kDa và 30 kDa. Lipase được sản xuất bởi P.camemberti là một 
gluco-protein có khối lượng phân tử là 38 kDa.  
1.3.2. Trình tự axit amin 

Thành phần axit amin của lipase từ các nguồn khác nhau cũng khác 
nhau, nhưng nhiều trình tự axit amin được suy ra từ trình tự của lipase tách 
dòng, từ đó cho thấy có những điểm tương đồng giữa những cấu trúc 
không gian của lipase. Chẳng hạn như trình tự của 20 axit amin đầu của 
lipase từ động vật có vú giống với vùng N- của lipase từ P.camemberti và 
giống một phần với lipase từ Humicola lanuginosa và Aspergillus oryzae 
nhưng khác nhau so với lipase từ P.Cyclopium lipase 1. So sánh tiếp đầu N 
tiếp theo của lipase 1 từ P. expansium và P.solium cho thấy ngoài 16 của 
20 axit amin đầu là khác nhau còn lại là như nhau. Những axit amin cuối 
có 15 trong số 20 axit amin lắng cặn là do lipase P.expansium và 
P.solium[11]. 

Đối với lipase từ Candida rugosa thì sự sắp xếp trình tự N của 
những protein thể hiện sự tương đồng với lipase 2 và 3 nhưng không tương 
đồng với lipase 1[13]. Sự quyết định trình tự N- trên 19 axit amin chỉ là sự 
tương đồng cao với những lipase tương tự .  

Nói chung có rất ít những trình tự giống nhau hoàn toàn, ngoại trừ 
những trình tự quanh vùng trung tâm hoạt động. Khi so sánh trình tự axit 
amin vùng quanh trung tâm hoạt động của nhóm gồm 3 enzym là protease, 
lipase, cutinase với enzym esterrase, người ta thấy sự tồn tại của trình tự 
bảo thủ GxGxG ở vị trí serin. Ngoại lệ duy nhất đã biết với trình tự bảo thủ 



trên là sự thay thế của alanin cho glyxin thứ 2 trong subtilisin. Không một 
trình tự bảo thủ nào được tìm thấy quanh vùng gốc histidin hoặc a.aspastic 
(glutamic) của trung tâm hoạt động trừ trường hợp của các enzym tương 
đồng từ các loài họ hàng rất gần. 
 

MELALALSLI ASVAAAPTAT LANGDTITGL NAIINEAFLG  40 

IPFAEPPVGN LRFKDPVPYS GSLDGQKFTS YGPSCMQQNP  80  

EGTYEENLPK AALDLVMQSK VFEAVSPSSE DCLTINVVRP       120 

PGTKAGANLP VMLWIFGGGF EVGGTSTFPP AQMITKSIAM       160 

GKPIIHVSVN YRVSSWGFLA GDEIKAEGSA NAGLKDQRLG       200 

MQWVADNIAA FGGDPTKVTI FGESAGSMSV MCHILWNDGD   240 

NTYKGKPLFR AGIMQSGAMV PSDAVDGIYG NEIFDLLASN      280 

AGCGSASDKL ACLRGVSSDT LEDATNNTPG FLAYSSLRLS       320 

YLPRPDGVNI TDDMYALVRE GKYANIPVII GDQNDEGTFF       360 

GTSSLNVTTD AQAREYFKQS FVHASDAEID TLMTAYPGDI       400 

TQGSPFDTGI LNALTPQFKR ISAVLGDLGF TLARRYFLNH       440 

YTGGTKYSFL SKQLSGLPVL GTFHSNDIVF QDYLLGSGSL       480 

IYNNAFIAFA TDLDPNTAGL LVKWPEYTSS SQSGNNLMMI       520 

NALGLYTGKD NFRTAGYDAL FSNPPSFFV          549 

Hình 1. Trình tự axit amin của lipase từ Candida rugosa 
1.3.3. Cấu trúc không gian 

Đã có rất nhiều thí nghiệm được triển khai nhằm tìm hiểu cấu trúc 
của lipase, trong đó cấu trúc ba chiều của lipase được coi là cơ sở để hiểu 
được phản ứng động học, đặc hiệu cơ chất, tiên đoán những đặc điểm sinh 
hoá và hoạt động của lipase tại bề mặt phân pha dầu nước. Lipase từ 
Rhizomun miehei là enzym thuỷ phân đầu tiên có cấu trúc bậc 3 được xác 
định bởi tinh thể học tia X[16]. 

Dùng phương pháp tia X đã phát hiện cấu trúc α/β. Liên kết β song 
song làm cầu nối với cấu trúc xoắn ốc α để hình thành cấu trúc phức tạp. 
Các cầu disunfua được tìm thấy trong phân tử lipase có lẽ nhằm làm ổn 
định cấu trúc gấp nếp của enzym. Trong cấu trúc này protein hình cầu chứa 
một nhân kị nước tạo nên một chuỗi không cực ở cạnh có ý nghĩa quan 
trọng cho sự ổn định phân tử. Bên cạnh đó còn có vài nhóm có cực và 
những phân tử được liên kết. Sự có mặt của những phân tử nước đã làm 



tăng lực liên kết của Vander Wall và lực phân tán trong nhân, vì vậy sự ổn 
định về cấu trúc không gian của phân tử enzym được tăng lên[16]. 

 
 

Hình 2. Cấu trúc không gian của lipase từ Candida rugosa [21] 
Nhóm quan trọng nhất tạo thành trung tâm hoạt động của lipase là 

bộ ba Asp…His…Ser. Lipase tham gia vào vị trí xúc tác với  proteinase và 
esterase. Đối lập với proteinase, trung tâm xúc tác của nó không phân bố ở 
bề mặt ngoài mà nằm dưới chuỗi xoắn bề mặt. Vị trí hoạt động của mọi 
lipase đều có Ser, His và Asp (hoặc Glu) và hoàn toàn bị che khuất bởi một 
đoạn nắp cấu tạo bởi một hoặc hai chuỗi xoắn. Bề mặt mang Trypsin hoàn 
toàn không cực và tác động qua lại với đầu kị nước bao quanh trung tâm 
hoạt động. Trong hầu hết cấu trúc lipase, đầu serin hoạt động trong chuỗi 
pentapeptit có trình tự Gly-X1-Ser-X2-Gly cấu trúc đó cũng được tìm thấy 
ở protease serin (Boel và cộng sự, 1998). 
1.4. MỘT VÀI ĐẶC TÍNH CỦA LIPASE  
1.4.1. Chất hoạt hoá và chất kìm hãm 

Phản ứng do enzym xúc tác phụ thuộc vào nhiều yếu tố, trong đó 
chất hoạt hoá và chất kìm hãm cũng ảnh hưởng tới vận tốc phản ứng và 
hoạt độ enzym trong phản ứng. Hoạt độ enzym có thể bị thay đổi dưới tác 
dụng của một số chất có bản chất hoá học khác nhau.  



* Chất hoạt hoá enzym 
Chất này làm tăng hoạt độ xúc tác của enzym. Các chất này có bản 

chất hoá học khác nhau, có thể là các anion, các ion kim loại hoặc các chất 
hữu cơ có cấu tạo phức tạp hơn.  

Các chất hoạt động cation như các muối amon được đưa vào để làm 
tăng khả năng thuỷ phân dầu oliu của lipase từ Mucor [Shamkant Patkar và 
Fredrick Bjorkling, 1992]. 

Didier Rotticci và cộng sự đã chứng minh rằng lipase từ Candida 
antaractica có thể được hoạt hoá bởi các chất hoạt động bề mặt. Trong môi 
trường cơ chất là axetat p-nitrophenyl có chứa chất hoạt động ion SDS 
(Sodium dodecyl sulfate) thì tốc độ phản ứng tăng lên. Chứng tỏ SDS có 
tác dụng trong việc tăng cường tốc độ phản ứng của lipase[9].  

Tuy nhiên tác dụng kích hoạt chỉ giới hạn ở những nồng độ xác định, 
vượt quá giới hạn này có thể làm giảm hoạt độ của enzym. 

* Chất kìm hãm enzym 
Các chất làm giảm hoạt độ của enzym gọi là chất kìm hãm (ức chế-

Inhibitor), kí hiệu là I. Các chất này có thể là những ion, các phân tử vô cơ, 
hữu cơ, kể cả các protein. Các hợp chất kìm hãm hoạt tính lipase có thể 
bằng cách thay đổi cấu trúc lipase hoặc tác động vào tính chất bề mặt.  

Cơ chế  hoạt động kìm hãm lipase bởi protein và polypeptit vẫn chưa 
được nghiên cứu rõ ràng. Để giải thích hoạt động của sự kìm hãm này có 
hai giả thuyết được đưa ra: (1) chất kìm hãm protein được hấp phụ lên bề 
mặt và gây ra sự thay đổi các tính chất của bề mặt đó; (2) Sự tác động qua 
lại trực tiếp của protein với lipase và cạnh tranh với cơ chất.  Người ta làm 
nghiên cứu về kìm hãm lipase từ tuỵ tạng ngựa và lipase từ Rhizopus 
arrhizus , R.delemar với một loạt các protein phổ biến gồm : myoglobin, 
serum albumin, ovalbumin, meltin. Tất cả các protein này kìm hãm lipase 
từ tuỵ tạng ngựa khi không có mặt colipase và muối mật. Một điều thú vị là 
lipase từ R.delmar  bị kìm hãm bởi các protein này trong khi đó lipase từ R. 
Arrhizus không hề bị ảnh hưởng bởi các protein đó[24].     
1.4.2. Tính đặc hiệu cơ chất 



* Đặc điểm của nguồn cơ chất 
Lipase (EC.3.1.1.3) là enzym xúc tác trong quá trình thuỷ phân  các 

triglyceride không trộn nước ở mặt phân cách nước và lipit. Các este của 
axit cacboxinic mạch ngắn dễ tan trong nước và được thuỷ phân từ từ với 
thể tích nước lớn và có thể thuỷ phân hoàn toàn. Các chất tạo thành của quá 
trình thuỷ phân là 1,2- hoặc 2,3- diglyxerit; 2-monoglyxerit; 1- hoặc 3- 
monoglyxerit và glyxerol. Dựa vào các điều kiện của phản ứng thuỷ phân 
đạt được đến cân bằng và các thành phần trung gian ở chuỗi thuỷ phân 
được tách ra nhờ sự kết tinh, chưng cất hoặc sắc ký[16]. 

Lipase là chất xúc tác thuỷ phân chuỗi triglyxerit dài hoặc các este 
metyl alcohol của một chuỗi dài các axit béo 

                                lipase 
Triglyxerit +  H2O ------>  Điglyxerit + axit béo 

 
* Thuỷ phân các liên kết este giữa glyxerol và các axit béo 

Lipase là một chất xúc tác sinh học được sử dụng vào nhiều mục 
đích khác nhau. Trên thế giới đã áp dụng thành công lipase từ các nguồn 
khác nhau xúc tác cho sự thuỷ phân, sự tổng hợp chất béo và sự trao đổi 
nhóm của những chất este[13]. Tính chất đặc thù khá phổ biến với tất cả 
các lipase là phản ứng của chúng trong môi trường không đồng nhất, trong 
đó lipase hầu như chỉ thể hiện chức năng riêng ở mặt phân pha dầu 
nước[16]. Lipase được sử dụng rất nhiều trong tổng hợp hoá hữu cơ với vai 
trò là một nhóm enzym có khả năng phân giải hydro từ triacylglyxerol, trên 
bề mặt phân pha dầu nước[7]. 

Gần đây người ta đã phát hiện được lipase từ cây cải dầu có tính chất 
xúc tác sự thuỷ phân triolein nhanh hơn khoảng 70 lần so với sự thuỷ phân 
của tri-linolein dưới những điều kiện không có nước, lipase này xúc tác sự 
este hoá axit oleic bằng butanol[14]. 

Lipase xúc tác phản ứng thuỷ phân dầu không tan thành các sản 
phẩm hoà tan; phản ứng này cũng có thể xảy ra theo chiều ngược lại trong 
đó lipase xúc tác để tạo thành acyl glyxerol từ glyxerol và axit béo. 



1.4.3. Cơ chế động học xúc tác của lipase 
Theo các nghiên cứu lipase có nhóm serin, histidin và axit aspastic ở 

trung tâm hoạt động của nó. Với các cơ chất không tan trong nước, hoạt 
tính của lipase đạt được cực đại chỉ khi nó được phân tán vào giữa bề mặt 
phân pha dầu nước. Quá trình đó được gọi là quá trình hoạt hoá phân 
pha[24] (hình 3) 
 
                                         S 
        Eis*              Es*                Es*S 
-------------------------------------------------------------------Mặt phân pha 
                                          
                                        Sw 
        E                 E*                    E*Sw                             Nước 
 
                                 
                               Pw 

 

Hình 3. Mô hình hoạt động của lipase trên cơ chất hoà tan và không tan 
trong nước. Sự thay đổi hình thể của lipase trong quá trình hoạt động xúc 
tác. Mô hình này do Verger đề xuất (1980). 
 
Trong đó: 
E: Lipase hoà tan không hoạt động 
E*: Lipase hoà tan dạng hoạt động 
Es*: Lipase hoạt động có hấp phụ  
Eis*: Lipase không hoạt động được hấp phụ 
Sw: Cơ chất tan trong nước 
S: Cơ chất không tan trong nước 
E*Sw và Es*S: Phức hợp lipase- cơ chất 

Khi không có mặt nước hoặc khi có nước với lượng nhỏ, phản ứng 
este hoá và phản ứng este được ưu tiên. Trong trường hợp này, những đặc 



tính như tốc độ xúc tác và tính đặc hiệu phụ thuộc nhiều vào điều kiện 
phản ứng và bản chất cơ chất [Paul Woolley & Steffen B. Petersen, 1992]. 
1.4.4. Nhiệt độ và pH hoạt động của lipase 

Nhiệt độ và pH là hai yếu tố ảnh hưởng rất nhiều đến hoạt động cũng 
như tính bền của lipase. Lipase thu từ các nguồn khác nhau chịu ảnh hưởng 
bởi nhiệt độ và pH khác nhau. 

Theo Marija Ablamic và Iwanalescie, lipase tổng hợp từ chủng 
Streptomyces riromus R6554W hoạt động mạnh nhất ở dải nhiệt độ 50-
60ºC, pH tối ưu là 9,5. Ở điều kiện pH và nhiệt độ không thích hợp, lipase 
đều bị kìm hãm hoạt động và giảm tính bền. Ủ enzym ở pH 9,5; nhiệt độ 
23ºC sau 24 giờ hoạt độ giảm 5%, ở pH 10-11 hoạt độ giảm 55%. Ở nhiệt 
độ 30ºC hoạt độ giảm còn 25%, ở 90ºC hoạt độ còn 30% so với hoạt độ 
lipase tại 55ºC[17]. 

Lipase từ chủng S.riromus bền ở cùng nhiệt độ 20-50ºC và mất hoạt 
tính nhanh ở vùng nhiệt độ cao hơn 70ºC[17]. 

Lipase từ chủng Penicillium cyclopium có pH tối ưu trong khoảng 
4,5-7,0[10]. Lipase từ nấm Pythium ultium có pH hoạt động ở điều kiện tối 
ưu là 7,5-8,5. Còn đối với lipase từ chủng Rhizopus oryae có pH tối ưu là 
7,5[6]. 

Đa số lipase hoạt động ở nhiệt độ 50-60ºC, tuy nhiên có một vài 
chủng hoạt động ở nhiệt độ thấp hơn. Chủng Penicillium cyclopium, 
Pythium ultium và Rhizopus oryae chịu nhiệt kém, sẽ bị ức chế khi nhiệt độ 
lên tới 50ºC[6].  

Lipase từ Candida rugosa ổn định ở trong môi trường kiềm pH từ 7-
10 và có hoạt độ mạnh nhất ở pH 8,5 [Sharon và cộng sự, 1998]. 

1.5. TÁCH TINH CHÕ LIPASE 

Tuỳ vào mục đích sử dụng mà người ta tinh sạch enzym ở các mức 
độ khác nhau. Để có được enzym thuần khiết hơn, người ta tiến hành tinh 
chế enzym từ chế phẩm enzym thô. Có nhiều phương pháp để tinh chế: 
Phương pháp kết tủa dựa trên tính hoà tan, các phương pháp sắc ký trao đổi 
ion dựa trên độ tích điện của enzym; phương pháp lọc gel dựa vào khối 



lượng phân tử, kích thước enzym; các phương pháp sắc ký ái lực dựa vào 
vị trí liên kết đặc hiệu của enzym. Hiện nay, việc tách tinh chế enzym được 
tiến hành dựa trên sự kết hợp của nhiều phương pháp. Các phương pháp 
sắc ký thường được sử dụng hơn cả vì nó cho phép thu nhiều chế phẩm 
enzym có độ thuần khiết cao. Vấn đề tách enzym thuần khiết vẫn còn gặp 
phải một số khó khăn do lượng enzym có trong tế bào ít nhiều có lẫn tạp 
chất và luôn có đồng thời với các protein khác cũng có các tính chất lý hoá 
giống nhau, enzym lại không bền và dễ bị mất khả năng xúc tác do tác 
động của các yếu tố bên ngoài[4]. 

Đối với các enzym nội bào do các phân tử enzym không có khả năng 
đi qua màng tế bào do đó cần phải phá vỡ cấu trúc của tế bào bằng các biện 
pháp cơ học (nghiền với bột thuỷ tinh hoặc đồng hoá bằng thiết bị đồng 
hoá) hoặc phá vỡ tế bào bằng tác dụng của các dung môi hữu cơ trong sóng 
siêu âm… Sau khi phá vỡ tế bào enzym được chiết rồi loại tạp chất rồi mới 
được tách tinh chế bằng các phương pháp khác nhau. 

Lipase đã được nhiều nhà khoa học trên thế giới nghiên cứu nhằm 
làm tinh sạch hơn và thường được thực hiện qua nhiều cột. M. 
Kambourova và cộng sự tiến hành tinh sạch lipase từ Bacillus 
stearothermophilus MC7 qua lọc gel đạt độ tinh sạch là 1,56 và hiệu suất 
thu hồi là 75%; qua cột Sephadex G-20 đạt độ tinh sạch là 16,47, hiệu suất 
thu hồi là 60%; qua cột DEAE- xenlulo thì độ tinh sạch là 19,25 và hiệu 
suất thu hồi là 10,2%. Qua kiểm tra độ tinh sạch bằng chạy điện di protein 
biến tính trên SDS-PAGE xác định được khối lượng phân tử là 66kDa 
(2003)[20].     

Lipase từ Pseudomonas mendocina PK-12CS được tinh sạch qua cột 
sắc ký trao đổi anion DE-52 đạt được độ tinh sạch là 240,99 và hiệu suất 
thu hồi là 14,78%. Qua kiểm tra độ tinh sạch bằng chạy điện di protein 
biến tính trên SDS-PAGE xác định được khối lượng phân tử là 80kDa 
(2003)[33]. 



R. K. Saxena và cộng sự đã tách và tinh sạch lipase từ Aspergillus 
carneus qua cột tương tác kỵ nước Octyl Sepharose đạt được mức độ tinh 
sạch là 24,1 và hiệu suất thu hồi là 38,4% (2003)[25].      

Đối với lipase từ Candida rugosa, M. A. Pernas và cộng sự đã tiến 
hành tinh sạch qua cột DEAE- Sephacel đạt độ tinh sạch là 2,3 và hiệu suất 
thu hồi là 4,9%. Qua kiểm tra độ tinh sạch bằng chạy điện di protein biến 
tính trên SDS-PAGE xác định được khối lượng phân tử là 60 kDa 
(2000)[15]. 
1.6. CÁC PHƯƠNG PHÁP CỐ ĐỊNH LIPASE  

Enzym cố định là những enzym được gắn lên trên những chất mang 
không hoà tan hoặc các enzym được liên kết lại với nhau tạo đại phân tử 
enzym không tan. Việc sử dụng enzym cố định có ý nghĩa to lớn như có 
thể sử dụng nhiều lần mỗi lượng enzym đem lại hiệu quả kinh tế cao. Dùng 
enzym cố định lẫn vào trong sản phẩm sau đó người ta có thể tách ra khỏi 
sản phẩm dễ dàng nên không làm ảnh hưởng đến màu sắc, mùi vị và chất 
lượng thực phẩm. Sử dụng enzym cố định có thể làm ngừng phản ứng 
nhanh chóng bằng cách lấy chế phẩm ra khỏi phản ứng khi cần thiết. Chính 
vì vậy mà enzym cố định được sử dụng rộng rãi và người ta cũng đã tìm ra 
được rất nhiều phương pháp để cố định enzym.   
1.5.1. Phương pháp gắn enzym bằng liên kết đồng hoá trị 

Cố định enzym bằng liên kết đồng hoá trị với các polyme đã được 
hoạt hoá là một trong những phương pháp cố định enzym phổ biến nhất, 
đảm bảo liên kết vững chắc của enzym với chất mang. Bản chất của 
phương pháp này là enzym được gắn với chất mang thông qua “cầu” nối. 
Cầu nối này có kích thước không lớn và có hai đầu, một đầu nối với chất 
mang polyme, đầu còn lại nối với enzym. Ví dụ glutaraldehit cũng hay  
được sử dụng làm cầu nối để gắn enzym vì nó chứa hai nhóm aldehit ở hai 
đầu của phân tử. Hai nhóm này ở giá trị pH trung tính sẽ phản ứng với các 
nhóm NH2 tự do. Như vậy, một đầu của glutaraldehit được gắn vào chất 
mang còn đầu kia sẽ được gắn vào enzym[4]. 



Chất mang thường được sử dụng là các polyme khác nhau như: 
celluloza, agaroza, alginic axit, chitin, collagen, keratin và các dẫn xuất của 
chúng; hoặc sử dụng các polyme tổng hợp như polyme của acrylic axit, 
polyurethan, các dẫn xuất N-vinylpyrolidon và các loại polyme khác[4].   

Dựa trên cơ sở lý thuyết đó, Carneiro-da-Cunha và cộng sự đã cố 
định lipase từ Candida rugosa lên màng xenluloza và dẫn xuất của 
celluloza, sử dụng tác nhân hoạt hoá là cacbođiimit (HN=C=NH) thu được 

kết quả cố định trên màng celluloza axetat độ hoạt động là 0(µmols-1m-2); 

trên Textile cotton tissue là 1002(µmols-1m-2) (1999)[18]. 
Sử dụng phương pháp này, theo P. Padmini có thể cố định lipase trên 

hạt polyamid (Nylon-6). Nylon-6 có lỗ hổng nhỏ được sử dụng làm chất 
mang cho việc cố định lipase. Trong quá trình cố định sử dụng 
glutaraldehit 10% , nồng độ HCl 3,5N để xử lý hạt và nồng độ enzym là 
1mg/ml trong đệm photphat 7,7[23]. 
1.6.2. Phương pháp gói enzym trong khuôn gel 

Nguyên tắc của phương pháp này là gói enzym vào trong khuôn gel 
bằng cách trùng hợp hoá gel khi có mặt đồng thời gel và enzym. Sau khi 
kết thúc quá trình trùng hợp của gel thì enzym được gói trong các khuôn 
gel đó. 

Gel thường sử dụng là gel polyacrylamit hoặc agaroza, Na-alginat. 
Có nhiều phương pháp để gói enzym vào khuôn gel: gói dưới dạng hạt 
(viên); gói enzym trong các lỗ nhỏ của gel dạng sợi; gói enzym trong bao 
vi thể (Microcapsul); phương pháp tiền polyme. 

Để cố định lipase từ Candida rugosa theo phương pháp này, người 
ta gắn enzym vào trong khuôn gel dưới dạng hạt. Monome được dùng ở 
đây là Na alginat. Alginat từ lâu đã được dùng tạo màng gel cố định tế bào 
và enzym xúc tác các phản ứng trong các dung môi hoà tan. Mạng gel Ca 
alginat có tác dụng làm cho enzym ổn định hơn, bền nhiệt hơn khi nó bọc 
trong các khuôn gel. Lipase sau khi được cố định trong các hạt alginat có 
thể được xúc tác phản ứng liên tục hoặc có thể tái sử dụng nhiều lần cho 
hiệu quả kinh tế cao[28].   O’Connell và J. Varley dựa trên phương pháp 



này đã cố định lipase từ Candida rugosa lên màng khí CGAs (Colloidal 
Gas Aphrons) thu được hiệu suất cố định là 80% (2001)[22]. 
1.6.3. Phương pháp hấp phụ vật lý trên các chất mang có chứa hoặc 

không chứa điện tích 
Phương pháp cố định enzym được sử dụng phổ biến nhất là phương 

pháp hấp phụ vật lý không thông qua liên kết hoá trị. Quá trình thực hiện 
hấp phụ khá đơn giản: chất hấp phụ và enzym được trộn lẫn với nhau trong 
một khoảng thời gian cho phép sự hấp phụ xảy ra nhờ tương tác của các 
liên kết ion, kỵ nước, hydrogen và lực Van der Wals. Tuy nhiên phương 
pháp này có nhược điểm là quá trình giải hấp phụ enzym dễ dàng xảy ra 
bởi sự thay đổi pH, nhiệt độ và thành phần ion[4]. 

Nếu chất mang không có lỗ xốp, enzym được hấp phụ trên bề mặt 
chất mang. Nếu chất mang có lỗ xốp, enzym sẽ được hấp phụ nhờ liên kết 
ion. Các chất mang vô cơ thường được sử dụng là nylon, các loại chitin của 
vỏ tôm, mai cua, bột san hô, than hoạt tính, than củi, gạch, đá, sỏi, cát… 
Chất mang hữu cơ thường sử dụng là dẫn xuất celluloza. 

Lipase có thể được cố định trên hạt Amberlite-XAD16 bằng phương 
pháp hấp phụ vật lý lên bề mặt hạt[35].  

Theo phương pháp này, lipase từ Candida rugosa cũng có thể được 
cố định trên dung môi hữu cơ metanol cho hiệu suất cố định là 12,6%; 
etanol hiệu suất đạt 15,2% và axeton hiệu suất là 16,3% (Sol Montero và 
cộng sự)[29]. 

Cũng dựa trên phương pháp hấp phụ vật lý lên chất mang, Tien- 
Chieh Hung và cộng sự đã tiến hành cố định lipase từ Candida rugosa trên 
Chitosan sử dụng  glutaraldehit làm tác nhân hoạt hoá (2003)[31]. 
1.7. ỨNG DỤNG CỦA LIPASE 

Lipase được ứng dụng rộng rãi trong công nghiệp sản xuất bột giặt, 
tổng hợp các chất hữu cơ, trong công nghiệp chế biến sữa và pho mát, công 
nghiệp sản xuất dược phẩm, hoá công, mỹ phẩm và các công nghiệp khác. 
Ngoài ra lipase được sử dụng rộng rãi trong các hoạt động biến đổi sinh 



học trong quá trình thuỷ phân cũng như quá trình tổng hợp và kiểm soát 
được các bước trong công nghiệp giấy, bột giấy. 
1.7.1. Trong công nghiệp sản xuất các chất tẩy rửa 

Hiện nay thị trường lớn nhất cho các loại lipase là việc sử dụng nó 
như những chất cấu thành trong các loại bột giặt ở công nghệ giặt khô. 
Ngày nay lipase được dùng trong bột giặt để thuỷ phân các vết dầu mỡ mà 
con người tiết ra quần áo, chăn đệm trong điều kiện nhiệt độ thấp và pH 
cao với những chất hoá học có hoạt tính bề mặt [Gormen & Malmos, 
1991]. Một số lipase ở dạng thương phẩm đã được sử dụng trong ngành 
thuốc tẩy là: Lipase humicola của Novo Nordisk, lipolase hoặc lipase 
P.glumace của Unilever [Estell và cộng sự, 1985] được sử dụng trong 
ngành công nghiệp tẩy rửa. Nhưng những lipase dùng làm bột giặt cho 
những hộ gia đình giữ ổn định với các protease và hoạt động có hiệu quả 
trong điều kiện kiềm. 
1.7.2. Trong công nghiệp thực phẩm 

Trong công nghiệp thực phẩm người ta sử dụng lipase để cải biến 
các triacyglycerol, nâng cao chất lượng các loại dầu thực vật rẻ tiền, chất 
lượng thấp bằng cách thay thế các axit béo no bởi các axit béo không no, 
trong dung môi hiếm nước. 

Ví dụ: Lipozyme (Novo) được dùng để sản xuất bơ Cocoa tương 
đương từ dầu cọ và các axit stearic để sử dụng trong công nghiệp chế biến 
đồ hộp [Bjorkling, 1991]. 

Đối với thực phẩm được chế biến từ sữa, lipase được sử dụng rộng 
rãi để làm tăng mùi vị, làm tăng độ chín của phomat, hoặc chế biến những 
sản phẩm như phomat và phân giải lipit [Bech, 1992]. Những axit béo tự 
do mạch ngắn (chủ yếu là C4, C6) được thuỷ phân ra do tăng lipase vào 
sữa béo dẫn đến sự tăng hương vị đặc trưng cho sữa. Trong khi đó nếu các 
axit béo mạch trung bình (C12, C14) được tạo ra sẽ có xu hướng tạo ra mùi 
vị tựa như xà phòng cho sản phẩm. Thêm vào đó những axit béo tự do này 
có thể tham gia vào các phản ứng hoá học đơn giản với vi sinh vật dẫn đến 
việc tổng hợp những gia vị có mùi thơm khác nhau. Những nguồn lipase 



dùng cho việc tăng hương vị ở phomat trên mô của những loài động vật 
nhai lại (dê non, cừu, bê). Một số chế phẩm lipase được sử dụng làm tăng 
mùi vị và làm chín phomat được thu từ một số chủng như: M.miehei, 
A.niger hay A. oryzae. 

Lipase được sử dụng để làm tăng những chất béo nhờ việc chuyển 
este hoá tới một triglycerit có giá trị cao, bơ cocoa, có một hỗn hợp 1,3-2-
oleoyl-glycerol chưa no (palmitic, streraic và axit oleic) có thể được chế 
xuất từ loại dầu rẻ tiền chiết xuất ở tổng hợp thân cây cọ (1,3-dipalmitoy 1-
2-oleoyl-glycerol) với axit tritearrin hay axit stearic lần lượt là 1, 3 số 
lipase đặc trưng [Mastuao và cộng sự, 1981], trong khi phương pháp 
chuyển đổi este hoá hoá học dưới những điều kiện kiềm có thể dẫn đến sự 
tạo thành sản phẩm mang tính ngẫu nhiên và tạo thành sản phẩm phụ 
không mong muốn. Bằng việc sử dụng phương pháp chuẩn bị giống khác 
nhau (axit palmitic hầu như không có trong hai vị trí với 1, 3- dioleoyl- 
2palmitoyl-glycerol) có thể được thay thế bằng những chất thay thế sữa 
béo được chiết xuất phần nhiều từ cây cọ, dầu palmitoyl glycerides với 
những axit béo không no [King & Padly, 1990]. Triglycerides cùng với axit 
octanoic và axit decanoic ở vị trí 1,3- và một axit béo cần thiết ở vị trí 2- có 
thể được sản xuất theo cách này dành cho những bệnh nhân không đủ dịch 
tuỵ hoặc kém hấp thụ.  
1.7.3. Trong công nghiệp dược và hoá chất 

Trong những năm gần đây enzym ngày càng được sử dụng nhiều và 
rộng rãi trong y học, để sản xuất một số thuốc và dùng trực tiếp để chữa 
bệnh. Ở nhiều nước trên thế giới, đặc biệt ở Nhật Bản hàng năm người ta 
đã sản xuất một lượng lớn chế phẩm enzym vi sinh vật có độ tinh khiết cao 
trong đó có mặt của lipase. 

Trong dược phẩm lipase được ứng dụng rộng rãi trong quá trình sản 
xuất thuốc chữa bệnh cho người và các loại hoá chất bảo vệ thực vật (thuốc 
trừ sâu, trừ cỏ)[19]. Gần đây hơn, trong lĩnh vực hoá học tinh khiết, người 
ta đã dùng lipase để tạo các chất trung gian tổng hợp qua quá trình thuỷ 
phân lập thể chọn lọc, ứng dụng trong sản xuất thuốc trừ sâu Pyretinoidic. 



Ngoài ra trong phòng thí nghiệm các lipase cũng được nhà hoá học hữu cơ 
dùng làm công cụ tổng hợp một số chất khác như phân giải Raxemic 
epoxieste nhờ lipase của Rhizopus arhisus [J.A Laitte (Pháp)]. Với mong 
muốn có thể sản xuất một loại thuốc làm giãn động mạch vành, người ta 
dựa vào tính chất chọn lọc thuỷ phân của lipase trong môi trường dung môi 
hữu cơ. 

Các lipase có thể xúc tác este hoá, chuyển đổi este hoá và este hoá 
tương tác trong các dung môi hữu cơ với lượng nước thấp [Kazlaus kas và 
Bornscheuer, 1998; Godberg và cộng sự, 1989], ứng dụng chính của các 
lipase trong hoá hữu cơ là sự phân giải các hỗn hợp enantiomeric. Có một 
vài nhóm phân tử liên quan đến sự truyền tính trạng dấu hiệu làm gia tăng 
những căn bệnh dị ứng, viêm là những lipit hay lipit aqnalogues. Sự truyền 
tín hiệu ở giữa và trong nội bào ở sinh vật liên quan gần gũi với những loại 
lipit đơn lẻ như phosphatidylinositol, lipase cũng như photpholipase đều có 
thể được sử dụng để tổng hợp trên phạm vi lớn.  
1.7.4. Trong công nghiệp thuộc da 

Quá trình thuộc da yêu cầu phải bỏ lớp chất béo dưới da. Sử dụng 
phối hợp lipase với các enzym thuỷ phân khác như protease đã mở ra con 
đường mới cho công nghiệp thuộc da. Một quá trình enzym mới cho sản 
xuất từ da sống đến thuộc da bao gồm việc giặt, rũ lông và rửa sạch trong 
bể nước có pH khoảng 8-13 chứa một enzym ưa kiềm. Rõ ràng cần sử 
dụng phối hợp lipase với các protease kiềm hay trung tính và một chất hoạt 
động bề mặt khác. Tại Nga đã có bằng sáng chế sử dụng chế phẩm enzym 
để thuộc da cừu với các đặc tính ưu việt hơn như độ bền, độ co giãn tăng 
và giảm cứng[36].  
1.7.5. Trong công nghiệp mỹ phẩm 

Lipase được ứng dụng nhiều trong công nghiệp mỹ phẩm để sản xuất 
các chất hoạt động bề mặt và các hợp chất thơm. Những thành phần chủ 
yếu trong mỹ phẩm và nước hoa được điều chế bằng phản ứng ester hoá 
glycerol được xúc tác bởi lipase. Việc chuyển ester hoá của 3,7- dimethyl 
4,7- octadien- 1- ol bởi lipase từ nhiều nguồn vi sinh vật khác nhau để điều  



  chế oxide hoa hồng là một hương liệu quan trọng trong sản xuất nước 
hoa[36].  

NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. NGUYÊN LIỆU 
2.1.1. Chủng vi sinh vật 

Candida rugosa nhận từ Viện bảo tàng giống vi sinh vật Viện Công 
nghệ sinh học và Công nghệ Thực phẩm- Đại học Bách Khoa- Hà Nội. 

Chñng Bacillus sp nhËn tõ Phßng C«ng nghÖ Gene §éng vËt - ViÖn 
C«ng nghÖ Sinh häc 
2.1.2. Chất mang Nylon-6: của hãng Sigma- Mü (d= 1.084) 

Nylon-6 là chất nhựa kỹ thuật nổi tiếng là có độ cứng cao và sức đề 
kháng cao đối với chất hoá học và dầu mỡ. Mặc dù vậy, Nylon-6 có nhiệt 
độ chuyển biến nhựa thấp và nhiệt độ biến dạng thấp. Đó là điều cần thiết 
để trộn lẫn Nylon-6 với các polyme khác tạo thành các chất có kh¶ n¨ng 
chÞu nhiÖt cao(1996)[26].   

Nylon-6 có lỗ hổng nhỏ được sử dụng làm chất mang cho việc cố 
định lipase. Nó cung cấp c¸c nhóm amin hoạt ®éng m¹nh ở cuối phân tử 
polyme, có thể tạo phản ứng với nhóm liên kết glutaraldehit [8]. 

H2-N-(CH2)5-CO-[-NH-(CH2)5-CO-]n-NH-(CH2)5-COOH 
Nylon-6 

2.1.3. Hoá chất 
Dầu oliu, cao nấm men, pepton, glucoza, dịch chiết malt, KH2PO4, 

K2HPO4, (NH4)2SO4, MgSO4.7H2O, FeCl3, CaCl2, NaOH, Inositon, Biotin, 
thiamine.HCl, Axit palmitic, cồn 99%, glutaraldehit, hạt Nylon-6, và một 
số hoá chất cần dùng khác. 
2.1.4. Thiết bị sử dụng 
- Tủ cấy vi sinh vật (clearn benchop) 
- Nồi hấp tiệt trùng 
- Máy đo màu quang điện UV-Vis 
- Máy đo pH 900 Prescisa 

: Nhật 
: Nhật 
: Thuỵ Điển 
: Thuỵ Sĩ 



- Máy khuấy từ gia nhiệt (Magnetic stirrer) 
- Máy lắc ổn nhiệt Shellab 
- Máy lọc hút chân không 
- Máy ly tâm lạnh allegra 64R 
- Hệ thống sắc ký cột FPLC 
  Và một số thiết bị thông thường khác. 

: Đức 
: Mỹ 
: Đức 
: Mỹ 
: Thuỵ Điển 

2.1.5. Môi trường nghiên cứu:  
* Môi trường hoạt hoá chủng Candida rugosa (g/l) 

- Dịch chiết malt 
- Cao nấm men 
- Pepton 
- Glucoza 

: 3g 
: 3g 
: 5g 
: 10g 

Bổ sung nước cất đến tổng thể tích là 1000ml. Khử trùng hỗn hợp ở 
điều kiện 1 atm, 110ºC trong 30 phút. 

* Môi trường giữ giống Candida rugosa: thành phần giống môi trường 
hoạt hoá 

* Môi trường sinh tổng hợp lipase tõ Candida rugosa (g/l) 
- KH2PO4  
- K2HPO4 
- (NH4)2SO4 
- MgSO4.7H2O 
- FeCl3 
- Inositon 
- Biotin 
- Thiamine.HCl 
- Axit palmitic 
- Cơ chất dầu oliu 1% 

:15g 
: 5,5g 
: 4g 
: 1g 
: 10mg 
: 0,004mg 
: 0,008mg 
: 0,2mg 
: 1,2g 
 

Bổ sung nước cất đến tổng thể tích là 1000ml. Khử trùng hỗn hợp ở 
điều kiện 1 atm, 110ºC trong 45 phút. 



M«i tr−êng nu«i cÊy Bacillus (BMGY): (1% (w/v) cao nÊm men, 2% 
(w/v) bacto-peptone, 100 mM kali phosphate, pH 7.0, 4 x 10-5% (w/v) 
biotin vµ 1% (v/v) methanol) ë 30°C l¾c 220 vßng/phót. 
2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.2.1. Phương pháp vi sinh vật  

Hoạt hoá chủng nấm men Candida rugosa trong môi trường hoạt 
hoá ở nhiệt độ 30ºC, tốc độ lắc 200 vòng/phút trong 24 giờ.  

Sau đó tiến hành nuôi cấy sinh tổng hợp lipase bằng phương pháp 
nuôi cấy chìm trên môi trường sinh tổng hợp ở nhiệt độ 30ºC, tốc độ lắc 
200 vòng/phút trong 40 giờ. 
2.2.2. Phương pháp hoá sinh 

• Phương pháp cố định lipase trên Nylon-6 [23] 
* Nguyên lý 
Sử dụng phương pháp gắn enzym lên chất mang bằng liên kết đồng 

hoá trị. Dựa trên hoạt độ enzym trước và sau khi cố định, xác định được 
hiệu suất cố định enzym. 

* Tiến hành 
Lấy 30g hạt Nylon-6 được lắc trong 600ml dung dịch HCl 3,5N ở 

45°C trong 15 phút (tốc độ lắc 200 vòng/phút). Sau đó những hạt này được 
tách ra bằng máy lọc chân không và rửa nhiều lần bằng nước cất. 

Sau đó được bổ sung 150ml glutaraldehit 10% và lắc với tốc độ 200 
vòng/phút ở 30°C trong 30 phút. Những hạt này lại được tách ra bằng máy 
lọc chân không. 

Sau khi hoạt hoá, những hạt này được trộn với 100ml dung dịch 
enzym (1mg/ml) trong đệm phosphat pH=7,7; rồi lắc ở 45°C trong 120 
phút (tốc độ lắc 200 vòng/phút).  

Sau đó hỗn hợp được để ở 4°C qua đêm. Rồi được rửa nhiều lần 
bằng nước cất, mỗi lần 20ml để loại những enzym không được gắn kết.  

• Phương pháp xác định hoạt độ lipase bằng chuẩn độ [32] 
* Nguyên lý 



Dựa trên khả năng xúc tác thuỷ phân lipit của lipase, xác định lượng 
axit béo tạo ra trong 15 phút bằng lượng NaOH cần bổ sung để duy trì pH 
cố định. Hiệu số giữa lượng NaOH sau và trước khi bổ sung enzym đặc 
trưng cho hoạt tính xúc tác của lipase. 

* Tiến hành: 
Lấy 10ml dầu ăn + 200ml nước cất + 1% Gum arabic -> đánh tan 

bằng máy xay sinh tố trong 5 phút, tạo huyền phù. 
Lấy 20ml dung dịch huyền phù cho vào cốc thuỷ tinh đặt lên máy 

khuấy từ, điều chỉnh nhiệt độ tới 65°C. 
Thêm 470 µl dung dịch CaCl2 đo pH và điều chỉnh pH tới 8,3 (chuẩn 

bằng NaOH 10mM). Sau khi ổn định pH và nhiệt độ, đo độ tự thuỷ phân 
của dung dịch cơ chất trong 15 phút để giữ pH luôn luôn bằng 8,3 (lượng 
NaOH tiêu tốn là a ml). 

Sau đó thêm 20 µl dung dịch lipase vào hỗn hợp cơ chất và chuẩn 
bằng NaOH 10mM để đạt pH= 8,3 và bắt đầu tính lượng tiêu hao NaOH 
trong 15 phút để giữ pH luôn luôn = 8,3 (lượng NaOH tiêu tốn là b ml). 

* Đơn vị hoạt độ lipase        
Một đơn vị hoạt độ lipase (U) được xác định như là lượng enzym có 

khả năng chuyển hoá tạo 1 micromol axít béo trong thời gian 1 phút. 
Hoạt độ lipase trong 1ml dịch nổi được tính theo công thức: 
                            (b-a)*0,01 
Hoạt độ lipase = --------------         U/ml 
              t*v   
Với  t: thời gian đo độ tự thuỷ phân (phút) 
        v: Thể tích enzym (ml) 
        a: Lượng NaOH 10mM tiêu tốn khi chưa có enzym (µl) 
        b: Lượng NaOH 10mM tiêu tốn khi có enzym (µl) 
        0,01: hệ số chuyển đổi nồng độ 

 

• Phương pháp tách tinh chế lipase bằng sắc ký trao đổi ion DEAE 
cellulose [15] 



* Nguyên lý:  
Dựa trên phương pháp sắc ký trao đổi ion, chính là sự trao đổi ion 

của protein tích điện với ion của nhựa trao đổi ion. Trong đó nhóm tích 
điện (+) là chất mang trao đổi với các ion (-) và do đó chúng được gọi là 
các chất trao đổi anion và ngược lại chúng được gọi là chất trao đổi cation. 

* Tiến hành: 
Dịch enzym sau kết tủa phân đoạn bằng etanol nồng độ 60% được 

cho qua cột DEAE cellulose với điều kiện tách phân đoạn như sau: cột 
được cân bằng trong đệm Tris-HCl 25mM, pH 7,5; tốc độ chảy 1 ml/phút 
với gradien nồng độ 0-0,25M NaCl, mỗi phân đoạn thu mẫu là 1ml/ống. Ở 
mỗi phân đoạn đo hàm lượng protein, xác định hoạt độ lipase để biết được 
phân đoạn tách lipase tốt nhất. 



KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. T×m ®iÒu kiÖn nu«i cÊy thÝch hîp thu lipase 

3.1.1. T×m ®iÒu kiÖn nu«i cÊy thÝch hîp thu lipase tõ Candida rugosa 

3.1.1.1. Kh¶o s¸t ¶nh h−ëng cña thêi gian nu«i tíi sinh tæng hîp lipaza 

Chñng nÊm men ®−îc nu«i cÊy trªn m«i tr−êng MT2, víi c¸c ®iÒu 
kiÖn: nhiÖt ®é nu«i lµ 300C, tèc ®é l¾c 150 vßng/phót. Kh¶o s¸t víi 6 thêi 
gian nu«i kh¸c nhau: 24, 30, 36, 42, 48, 54 giê. Sau mçi mèc thêi gian 
trªn dÞch nu«i cÊy ®−îc lÊy ra vµ x¸c ®Þnh ho¹t ®é. KÕt qu¶ ®−îc thÓ hiÖn 
ë b¶ng 1. 

B¶ng 1: ¶nh h−ëng cña thêi gian nu«i ®Õn sinh tæng hîp lipaza 

Thêi gian (giê) Ho¹t ®é lipaza (U/ml) 

24 2 

30 5.2 

36 7.5 

42 8.33 

48 6.9 

54 3.9 

KÕt qu¶ nghiªn cøu cho thÊy, chñng nghiªn cøu cã kh¶ n¨ng sinh 
tæng hîp lipaza ngay tõ nh÷ng giê ®Çu nu«i cÊy vµ ®¹t cùc ®¹i sau 42 giê 
nu«i, cho ho¹t lùc 8.33 U/ml. 

3.1.1.2. Kh¶o s¸t ¶nh h−ëng cña tèc ®é l¾c ®Õn qu¸ tr×nh sinh tæng 
hîp lipaza 

ThÝ nghiÖm ®−îc tiÕn hµnh ë 4 tèc ®é l¾c kh¸c nhau: 100, 150, 
200, 250 vßng/phót trªn m«i tr−êng sinh tæng hîp lipaza ë nhiÖt ®é 30oC, 
thêi gian nu«i 42h. KÕt qu¶ thÓ hiÖn ë b¶ng 2 

B¶ng 2. ¶nh h−ëng cña tèc ®é l¾c ®Õn qu¸ tr×nh sinh tæng hîp lipaza 

Tèc ®é l¾c (v/p) Ho¹t ®é lipaza 
100 5

150 8,33
200 4

250 3



KÕt qu¶ b¶ng trªn cho thÊy qu¸ tr×nh sinh tæng hîp lipaza ®¹t cùc 
®¹i ë tèc ®é l¾c 150 vßng/phót. 

3.1.1.3. Kh¶o s¸t ¶nh h−ëng cña nguån cacbon ®Õn sinh tæng hîp 
lipaza 

Chóng t«i tiÕn hµnh kh¶o s¸t víi 5 nguån cacbon kh¸c nhau trªn 

m«i tr−êng sinh tæng hîp lipaza ë nhiÖt ®é 30oC, tèc ®é l¾c 150 

vßng/phót, c¬ chÊt 1% dÇu oliu, thêi gian nu«i 42h. KÕt qu¶ thÓ hiÖn ë 

b¶ng 3 

B¶ng 3. ¶nh h−ëng cña nguån cacbon ®Õn sinh tæng hîp lipaza 

Nguån cacbon ( 2g/l) Ho¹t ®é lipaza (U/ml) 

Glucoza 8,67 

Galactoza 12,30 

Tween 80 6,67 

Axit Palmitic 18,00 

Glyxerol 12,67 

Qua b¶ng trªn cho thÊy ho¹t ®é lipaza ®¹t ®−îc cao nhÊt trªn nguån 

cacbon lµ axit palmitic, c¸c nguån cacbon kh¸c nh− glyxerol vµ galactoza 

còng cho ho¹t ®é t−¬ng ®èi cao. VËy nguån cacbon thÝch hîp nhÊt cho 

sinh tæng hîp lipaza cña chñng nghiªn cøu lµ axit palmitic. KÕt qu¶ nµy 

còng phï hîp víi kÕt qu¶ nghiªn cøu cña t¸c gi¶ E.Dalmau (2000) khi 

nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña c¸c nguån cacbon kh¸c nhau ®Õn sinh tæng 

hîp lipaza cu¶ chñng candida rugosa. 

3.1.1.4. Kh¶o s¸t ¶nh h−ëng cña nång ®é axit palmitic ®Õn sinh tæng 

hîp lipaza 

TiÕn hµnh nu«i cÊy chñng nÊm men trªn m«i tr−êng sinh tæng hîp 

lipaza víi c¸c ®iÒu kiÖn thÝch hîp ®· t×m ®−îc ë trªn, thay ®æi hµm l−îng 

axit palmitic trong m«i tr−êng (g/l): 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3. Sau 42 h nu«i 



cÊy x¸c ®Þnh ho¹t ®é trong dÞch canh tr−êng thu ®−îc kÕt qu¶ trong b¶ng 

4 sau ®©y. 

B¶ng 4. ¶nh h−ëng cña nång ®é axit palmitic 

Nång ®é axit palmitic (g/l) Ho¹t ®é lipaza (U/ml) 

0.5 12.3 

1 15.83 

1.5 17.67 

2 13.67 

2.5 9.33 

3 5.67 

Tõ kÕt qu¶ trªn ta thÊy nång ®é axit palmitic còng ¶nh h−ëng nhiÒu 

tíi kh¶ n¨ng sinh tæng hîp lipaza. Nång ®é axit palmitic 1,5 g/l cho ho¹t 

®é cao nhÊt lµ 17.67 (UI/ml). 

3.1.1.5. Tèi −u ho¸ ®iÒu kiÖn nu«i ch×m Candida rugosa 

Tõ c¸c ®iÒu kiÖn kh¶o s¸t ®−îc ë trªn chóng t«i tiÕn hµnh tèi −u 

ho¸ bËc 1 ®iÒu kiÖn nu«i chñng Candida rugosa theo 3 yÕu tè sau: 

X1: axit palmitic (g/l) 

X2: Sè tÕ bµo nÊm men (tb/ ml ) 

  X3: thêi gian (giê) 

 Khi Êy hµm môc tiªu lµ Y: ho¹t ®é lipaza (U/ml) 

• C¸c møc thÝ nghiÖm 

Møc thÝ nghiÖm X1 X2 X3 

Møc gèc 1.5 4 42 

Kho¶ng biÕn ®æi 0.5 2 1 

Møc trªn 2 6 46 

Møc d−íi 1 2 38 

 



• LËp ma trËn thÝ nghiÖm vµ kÕt qu¶  
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• Xö lý thèng kª c¸c kÕt qu¶ thùc nghiÖm thu ®−îc 
♦ KiÓm tra ®é ®ång nhÊt cña ma trËn theo chuÈn Cochran 

NÕu Gb > Gtt th× ma trËn ®ång nhÊt 

Gtt = max Sj2  = 0.45 

 � Sj2 

Gb tra b¶ng = 0.6798 



⇒ Gb > Gtt nªn c¸c sè liÖu ®−îc ®o cïng mét ®é chÝnh x¸c nh− 

nhau vµ cã thÓ chÊp nhËn ®−îc 

X¸c ®Þnh c¸c hÖ sè cña m« h×nh theo c«ng thøc 

N
y

b ∑=

      b0=14.91  b1=1.05  b2=0.88   b3=1.59 

Ph−¬ng tr×nh håi quy cã d¹ng : y = 14.91 + 1.05x1 + 0.88x2 + 1.59x3 

♦ KiÓm tra sù cã nghÜa cña c¸c hÖ sè 

|bi| ≥ t.Sb = 2.12*0.31 = 0.6572  

víi t lµ chuÈn student tra b¶ng (p=0,05; f=16) = 2.12 

ta thÊy c¸c hÖ sè |bo|,|b1|,|b2|,|b3| ®Òu ≥ 0.6572 

TÊt c¶ c¸c hÖ sè trªn ®Òu cã nghÜa     

VËy ph−¬ng tr×nh håi qui cuèi cïng lµ:  

y = 14.91 + 1.05x1 + 0.88x2 + 1.59x3 

♦ KiÓm tra sù thÝch øng cña ph−¬ng tr×nh håi quy theo chuÈn 

Fisher 

STT M« h×nh Ytt Ytn (Ytt-Ytn)2 

1 14.91 - 1.05 - 0.88 - 1.59 11.39 10.12 1.61 

2 14.91 + 1.05 - 0.88 - 1.59 13.49 15.5 4.04 

3 14.91 - 1.05 + 0.88 - 1.59 13.15 12.62 0.28 

4 14.91 + 1.05 + 0.88 - 1.59 15.25 15.03 0.05 

5 14.91 - 1.05 - 0.88 + 1.59 14.57 15.25 0.46 

6 14.91 + 1.05 - 0.88 + 1.59 16.67 15.21 2.31 

7 14.91 - 1.05 + 0.88 + 1.59 16.33 17.44 1.23 

8 14.91 + 1.05 + 0.88 + 1.59 18.43 18.1 0.11 

 �3.93 
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 St− = 3.93 / 4 = 0.98        Ftt = 0.98/ 0.38 

= 2.58 

         Fb = 3.01 tra b¶ng víi f1= N - B = 4 

    f2= N ( k -1) = 8 

   Trong ®ã N: sè thÝ nghiÖm 

      B: sè hÖ sè cã nghÜa 

      k: sè lÇn lÆp l¹i 

Ftt ≤ Fb  ⇒ M« h×nh trªn lµ thÝch øng  

• Tèi −u ho¸ theo Box - Wilson 

λi = X0 - cËn d−íi = cËn trªn - X0 

b1λ1= 1,05*0,5 = 0.525 

b2λ2= 0,92*2 = 1.84 

b3λ3= 1,61*4 = 6.44 ⇒ ®¹t gi¸ trÞ lín nhÊt nªn ta chän X3 lµm Xcs 

          Chän b−íc nh¶y cña X3 lµ ∆3 = 2 

 ∆1 = (b1λ1/ b3λ3). ∆3  =  0,2 

∆2 = (b2λ2/ b3λ3). ∆3  = 0.6 

KÕt qu¶ tèi −u theo Box - Wilson 
STT X1 X2 X3 Ho¹t ®é 

1 1 2 38 16.17 

2 1.2 2.6 40 18.67 

3 1.4 3.2 42 11.67 

4 1.6 3.8 44 9.33 

5 1.8 4.4 46 6.67 

      



     Tõ kÕt qu¶ trªn cho thÊy qu¸ tr×nh sinh tæng hîp enzim lipaza cña 

chñng nÊm men  Candida rugosa ®¹t hiÖu qu¶ tèt nhÊt ë thÝ nghiÖm thø 2 

víi ®iÒu kiÖn:  

   Hµm l−îng axit palmitic: 1.2 g/l 

   Sè tÕ bµo nÊm men : 2,6.106 tb/ml canh tr−êng 

   Thêi gian nu«i: 40 giê 

3.1.2.T×m ®iÒu kiÖn nu«i thu lipase tõ Bacillus sp 

Chóng t«i ®· nu«i cÊy chñng vi sinh trong 6 m«i tr−êng kh¸c nhau vÒ 

thµnh phÇn (b¶ng 5) vµ x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh lipase trong dÞch næi sau 120 

giê nu«i cÊy. KÕt qu¶ cho thÊy ho¹t ®é enzym ®¹t cao nhÊt khi nu«i cÊy 

trong m«i tr−êng BMMY  (67 U/ml canh tr−êng). M«i tr−êng nµy sÏ 

®−îc chän cho c¸c nghiªn cøu tiÕp theo. 

B¶ng 5. Ho¹t tÝnh lipase Bacillus- sp nu«i cÊy  

ë 6 m«i tr−êng kh¸c nhau 

M«i tr−êng  

(50 ml) 

Thµnh phÇn Ho¹t ®é sau 120 
giê nu«i cÊy 

(U/ml) 

A Bét ng«: 0,8g. Bét ®Ëu t−¬ng: 1,6 g. 
N−íc dõa: 50 ml. Methanol 1%. 

3,2 

B Bét ng«: 0,8g. Bét ®Ëu t−¬ng: 1,6 g. 
N−íc dõa: 50 ml. Methanol: 1%. 

Biotin: 

5,1 

C Bét ng«: 0,8g. Bét ®Ëu t−¬ng: 1,6 g. 
N−íc m¸y: 50 ml. Methanol: 1%. 

3,4 

D Bét ng«: 0,8g. Bét ®Ëu t−¬ng: 1,6 g. 
§Öm K-phosphate: 50 ml. Methanol: 

1%. 

10,2 

E Bét ng«: 0,8g. Bét ®Ëu t−¬ng: 1,6 g. 
§Öm K-phosphate: 50 ml. Methanol: 

1%. Biotin 

8,3 

BMMY  67,0 



ThÝ nghiÖm tiÕp sau ®©y nh»m kh¶o s¸t ¶nh h−ëng cñamét sè c¬ chÊt 

c¶m øng tíi kh¶ n¨ng sinh tæng hîp lipase. M«i tr−êng c¬ b¶n BMMY 

®−îc  bæ sung mét sè lo¹i dÇu hoÆc gum arabic (b¶ng 2). 

TiÕn hµnh nu«i víi 6 lo¹i m«i tr−êng kh¸c nhau, cø 24 giê lÊy m·u ®Ó 

x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh vµ tèc ®é ph¸t triÓn cña vi khuÈn (OD). KÕt qu¶ cho 

thÊy c¸c c¬ chÊt nµy kh«ng lµm t¨ng kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzym cña 

chñng nghiªn cøu. 

B¶ng 6. ¶nh h−ëng cña dÇu vµ gum arabic tíi kh¶ n¨ng sinh tæng 
hîp lipase Bacillus-sp 

 

Ho¹t ®é (U/ml) TT  

C¸c chÊt bæ sung 
vµo m«i tr−êng 

BMMY 

24 h 48 h 72 h 96 h 120 
h 

144 
h 

1 §èi chøng 
(BMMY) 

16,0 37,2 42,0 48,4 67,0 54,0

2 1% Gum arabic 16,0 16,5 17,7 22,0 32,2 41,0

3 1% dÇu Marvela 21,0 23,0 32,0 37,0 44,0 44,0

4 1% dÇu Marvela 
+ 1% Gum arabic

23,3 24,2 36,0 37,0 45,0 50,0

5 1% dÇu mÌ 19,0 21,2 38,0 42,0 42,0 42,8

6 1% dÇu mÌ + 1% 
Gum arabic 

30,0 36,0 46,0 52,0 56,0 62,0

 

3.2. T¸ch vµ tinh chÕ lipase tõ Candida rugosa 

3.2.1. Kh¶o s¸t nång ®é etanol thÝch hîp kÕt tña lipaza tõ Candida 

rugosa 

     TiÕn hµnh thÝ nghiÖm kÕt tña lipaza víi c¸c nång ®é kh¸c nhau: 60, 70, 

80, 90%, ly t©m l¹nh, thu kÕt tña cho bèc h¬i dung m«i ta thu ®−îc lipaza 

th«. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh ho¹t ®é ®−îc thÓ hiÖn ë b¶ng 7 



B¶ng 7. KÕt tña lipaza ë c¸c nång ®é etanol kh¸c nhau 

Nång ®é 

etanol 

(%v/v) 

Ho¹t ®é lipaza 

tr−íc khi kÕt tña 

(UI/ml) 

Ho¹t ®é lipaza 

sau khi  kÕt tña 

cån (UI/ml) 

HiÖu suÊt 

thu lipaza 

(%) 

57 16.73 0 0 

67 16.73 0 0 

76 16.73 1.33 7.95 

81 16.73 5.67 21.94 

86 16.73 9.83 58.76 

90 16.73 12.33 73.7 

91 16.73 3.33 19.9 

93 16.73 0 0 
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H×nh 1: kÕt tña enzim b»ng etanol 

    Tõ kÕt qu¶ thu ®−îc ë trªn ta nhËn thÊy c¸c nång ®é cån trong kho¶ng 
0 -67% cã cho ta kÕt tña nh−ng kh«ng cã ho¹t ®é enzim, chØ khi nång ®é 
cån tõ 67% trë lªn lµ cã ho¹t ®é vµ ë nång ®é cån lµ 90% th× cho ta ho¹t 



®é cao nhÊt. Qua thÝ nghiÖm nµy cho thÊy ë nång ®é cån tõ 67% trë 
xuèng chØ cã protein t¹p bÞ kÕt tña v× vËy chóng ta cã thÓ kÕt tña ph©n 
®o¹n ®Ó lo¹i bá bít protein t¹p. 
3.1.2. Tinh sạch lipase bằng phương pháp sắc ký trao đổi ion-DEAE-
cellulose trên thiết bị FPLC  

Dịch enzym sau tủa bằng etanol được lấy 15 ml cho vào cột đã 
được cân bằng trong đệm Tris-HCl 25mM pH 7,5; tốc độ chạy là 
1,5ml/phút. Dung dịch đẩy lipase là NaCl với gradien nồng độ 0-0,25M; 
mỗi phân đoạn thu  1ml/ống.  

Kết quả được biểu diễn trên sắc ký đồ hình 2 
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Hình 2. Sắc ký đồ tinh sạch lipase 
ình 2 cho thấy lipase sau khi qua cột trao đổi ion 
uất hiện 3 pick. Tiến hành xác định hoạt độ lipase ở 
 các pick. Kết quả cho thấy chỉ có pick 1 và pick 3 có 
I/ml và 77UI/ml). Điều này phù hợp với nghiên cứu 



của M.A. Pernas (2000) [15] đã công bố Lip1 và Lip3 có khối lượng 
phân tử là 58 và 62 kDa. 

Kết quả các bước tách và làm sạch được thể hiện ở bảng 8 
Bảng 8. Kết quả tách làm sạch lipase 

 
Hoạt độ lipase 

Các bước làm 
sạch 

Tổng 
thể tích 

(ml) 

Protein 
tổng  
(mg) Tổng 

(U) 
Riêng 

(U/mgPr) 

Mức 
độ sạch 

(lần) 

Hiệu 
suất 
(%) 

Dịch thô 200 340 1500 4,41 (1) (100) 

Sau kết tủa 
etanol 

20 66,8 1245 18,64 4,22 83,00

DEAE - 
Cellulose  

8 10,08 556 55,16 12,50 37,06

Kết quả sắc ký đồ hình 2 và bảng 8 cho thấy lipase sau các bước 
làm sạch liên tiếp: kết tủa etanol, sắc ký trao đổi ion DEAE – Cellulose 
thu được chế phẩm có hoạt độ riêng 55,16 U/mg protein, mức độ tinh 
sạch của lipase là 12,5 lần; hiệu suất thu hồi là 37,06%.  
3.3. KHẢO SÁT CÁC ĐIỀU KIỆN TỐI ƯU ĐỂ CỐ ĐỊNH LIPASE 
tõ Candida rugosa trªn nylon 6  

3.3.1. Ảnh hưởng của nồng độ HCl hoạt hoá Nylon-6 đến khả năng 
cố định lipase 

Nylon-6 là một polyamit tích điện (+). Lipase là enzym kiềm tính 
chứa nhóm (OH-) vì vậy sử dụng HCl để hoạt hoá chất mang, làm tăng 
điện tích (+) là cần thiết. Do vậy tiến hành thí nghiệm bằng cách sử dụng 
lipase sau kết tuả etanol cố định trên Nylon-6 ở các nồng độ HCl khác 
nhau với các điều kiện ổn định: 

Tổng lượng hạt Nylon-6 đem xử lý  : 3g 
Nồng độ glutaraldehit                       : 10% 
Đệm kali phosphat                            : pH 7,7 
Tốc độ lắc                                         : 200 vòng/phút  
Kết quả biểu diễn ở bảng 9 



Bảng 9. Ảnh hưởng của nồng độ HCl hoạt hoá Nylon-6  đến khả năng cố 
định lipase 

 

Nồng độ 
HCl (N) 

Tổng thể 
tích nước 
rửa (ml) 

Hoạt độ còn lại 
trong nước rửa 

(U) 

Hiệu suất cố 
định enzym 

(%) 
Đối chứng 
(lipase tan) 

- 550 100 

3 33,5 276,4 49,75 

3,5 33,5 226,1 58,90 

4 33,5 245,3 55,40 

4,5 33,5 259,6 52,80 

 
Bảng 9 cho thấy, với nồng độ HCl 3,5N hiệu suất cố định đạt 

58,9% là cao nhất. Có thể với nồng độ HCl thấp chưa đủ khả năng hoạt 
hoá chất mang, còn với nồng độ cao làm thay đổi pH, ảnh hưởng đến khả 
năng liên kết lipase vào chất mang. Kết quả này phù hợp với tài liệu đã 
công bố trước đây[23]. 
3.3.2. Ảnh hưởng của nồng độ glutaraldehit đến khả năng cố định 
lipase 

Tiến hành cố định lipase với các nồng độ glutaraldehit khác nhau 
(8%, 10%, 12%) và các điều kiện: 

Tổng lượng hạt Nylon-6 đem xử lý  : 3g 
Nồng độHCl                                      : 3,5N 

        Đệm kali phosphat      : pH 7.7 
Tốc độ lắc                                          : 200 vòng/phút 

Kết quả khảo sát thể hiện ở bảng 10 
 
 
 



 
Bảng 10. Ảnh hưởng của nồng độ glutaraldehit đến khả năng cố định lipase 

Nồng độ 
glutaraldehit 

(%) 

Tổng thể 
tích 

nước rửa 
(ml) 

Hoạt độ còn 
lại trong 
nước rửa 

(U) 

Hiệu suất 
cố định 
enzym 

(%) 
Đối chứng 
(lipase tan) - 550 100 

8 33,5 293,1 46,7 

10 33,5 209,4 61,9 

12 33,5 376,8 31,5 

 
Qua kết quả khảo sát cho thấy ở nồng độ glutaraldehit 10% cho 

hiệu suất cố định lipase cao nhất (61,9%). Như vật nồng độ glutaraldehit 
10% là nồng độ thích hợp để liên kết enzym lại với nhau và tăng độ liên 
kết lên chất mang Nylon-6. 
3.3.3. Ảnh hưởng của nồng độ lipase đến khả năng cố định  
Tiến hành cố định lipase ở các nồng độ enzym khác nhau (0,5; 1; 1,5; 2 
mg/ml) và cố định các điều kiện:  

Tổng lượng hạt Nylon-6 đem xử lý  : 3g  
Nồng độHCl                                     : 3,5N 
Đệm kali phosphat    : pH 7.7 
Tốc độ lắc                                        : 200 vòng/phút 

Kết quả được thể hiện ở bảng 11 



Bảng 11. Ảnh hưởng của nồng độ enzym đến khả năng cố định lipase 
Nồng độ 
enzym 

(mg/ml) 

Tổng thể 
tích nước 
rửa (ml) 

Hoạt độ còn 
lại trong nước 

rửa (U) 

Hiệu suất 
cố định (%) 

0,5 (270U) 33,5 160,80 40,45 

1 (550U) 33,5 224,45 59,20 

1,5 (820U) 33,5 375,20 54,25 

2 (1100U) 33,5 753,75 31,50 

Khảo sát khả năng cố định lipase trên Nylon-6 với các nồng độ 
enzym khác nhau ta thấy với nồng độ enzym là 1 mg/ml, hiệu suất cố 
định cao nhất (59,2%). Kết quả khảo sát này phù hợp với kết quả đã 
nghiên cứu trước đây[23]. 
3.3.4. Ảnh hưởng của dung dịch đệm đến khả năng cố định lipase 

Tiến hành khảo sát 3 dung dịch đệm khác nhau: đệm photphat, 
đệm borat, đệm đa năng với các điều kiện cố định: 

       Tổng lượng hạt Nylon-6 đem xử lý  : 3g 
Nồng độ HCl                                    : 3,5N 
Nồng độ glutaraldehit                      : 10% 
Tốc độ lắc                                        : 200 vòng/phút  

Kết quả khảo sát thể hiện ở bảng 12. 
Bảng 12. Ảnh hưởng của dung dịch đệm đến khả năng cố định lipase 

Các dung dịch 
đệm 

Tổng thể 
tích nước 
rửa (ml) 

Hoạt độ còn lại 
trong nước rửa 

(U) 

Hiệu suất cố 
định (%) 

Đối chứng 
(lipase tan) - 550 100 

Đệm phosphat 33,5 251,25 54,30 

Đệm borat 33,5 335,00 39,10 

Đệm đa năng 33,5 418,75 23,86 



Qua kết quả khảo sát với các loại đệm cho thấy hiệu suất cố định 
với đệm phosphat là cao nhất (54,3%). Như vậy đệm thích hợp cho việc 
cố định lipase trên Nylon-6 là đệm phosphat pH 7,7. Phù hợp với kết quả 
đã nghiên cứu trước đây[23]. 

3.4. §Æc tÝnh cña lipase 

3.4.1. Mét sè ®Æc tÝnh cña lipase tù do vµ cè ®Þnh tõ Candida rugosa 

3.3.1.1. Ảnh hưởng của nhiệt độ tới hoạt độ lipase tõ Candida rugosa 
Nhiệt độ là yếu tố tác động mạnh mẽ tới hoạt độ của enzym. Khi 

nhiệt độ tăng thì vận tốc phản ứng cũng tăng nhưng đến một giới hạn nào 
đó thì vận tốc đạt cực đại, nếu tiếp tục tăng thì vận tốc enzym sẽ giảm vì 
nhiệt độ cao sẽ làm biến tính protein gây bất hoạt enzym. Nhiệt độ mà tại 
đó enzym hoạt động mạnh nhất gọi là nhiệt độ tối ưu. Mỗi enzym có một 
vùng hoạt động khác nhau. Để xác định nhiệt độ tối ưu của lipase ta tiến 

hành xác định hoạt độ ở các nhiệt độ 55, 60, 65, 70, 75°C bằng phương 
pháp chuẩn độ theo mô tả trong phần phương pháp nghiên cứu. 

Kết quả thể hiện ở bảng 9 và hình 3 
Bảng 13. Ảnh hưởng của nhiệt độ tới hoạt độ lipase tự do và cố định 

Nhiệt độ (ºC) Hoạt độ lipase tự do 
(U/g) 

Hoạt độ lipase cố 
định (U/g) 

40 19,5 0,5 

55 27,0 2,5 

60 29,7 5,5 

65 27,5 10,0 

70 20,5 15,0 

75 16,5 11,5 

80 12,5 7,5 
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Hình 3. Ảnh hưởng của nhiệt độ tới hoạt độ lipase tự do và cố định 

Theo hình 3 cho thấy khi nhiệt độ tăng từ 60°C trở lên hoạt độ 

lipase cố định tăng dần và đạt cực đại tại 70°C (15 U/g). Đối với lipase 

tan, ở nhiệt độ 60°C hoạt độ lipase đã đạt cực đại (29,7U/g) và giảm dần 

khi nhiệt độ tăng lên.  
Như vậy nhiệt độ thích hợp cho lipase tự do và cố định hoạt động 

là khác nhau. Nhiệt độ tối ưu của lipase cố định cao hơn của lipase tự do 
vì lipase cố định có lớp chất mang bảo vệ nên có khả năng chịu nhiệt. 
3.4.1.2. Ảnh hưởng của nhiệt độ tới tính bền lipase tự do và cố định 

Tiến hành thí nghiệm với lipase tự do và cố định ở các nhiệt độ 
khác nhau: 40, 50, 60, 70oC với thời gian xác định trong 18 giờ, cứ sau 6 
giờ xác định hoạt độ một lần.  



Kết quả xác định tính bền nhiệt của lipase tự do và cố định được 
thể hiện ở bảng 14 và hình 4. 

Bảng 14. Ảnh hưởng của nhiệt độ tới tính bền lipase tự do 

Thời gian (giờ) 

0 6 12 18 
Nhiệt 
độ 

(0C) Hoạt độ 

 U/g % U/g % U/g % U/g % 

40 29,5 100 23,6 80,0 20,2 68,5 17,4 59,0 

50 29,5 100 21,7 73,5 17,6 59,6 14,8 50,2 

60 29,5 100 18,9 64,0 14,2 48,2 12,9 43,7 

70 29,5 100 15,4 52,3 11,7 39,5 9,6 32,5 
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Hình 4. Ảnh hưởng của nhiệt độ tới tính bền của lipase tự do 

Kết quả cho thấy, đối với enzym tự do vùng bền nhiệt ở 40-50°C, 

sau 18 giờ hoạt độ lipase còn 50,2 - 59% . Ở 70°C hoạt độ giảm mạnh 
sau 18 giờ chỉ còn 32,5%. 



Bảng 15. Ảnh hưởng của nhiệt độ tới tính bền của lipase cố định 
Thời gian (giờ) 

0 6 12 18 

Nhiệt 

độ 

(0C) Hoạt độ 

 U/g % U/g % U/g % U/g % 

40 21 100 17,8 85,5 16,0 76,2 14,0 66,7 
50 21 100 15,9 75,5 13,9 66,5 12,4 59,0 
60 21 100 14,0 66,7 12,0 57,1 11,0 52,4 
70 21 100 13,0 61,9 10,2 48,5 8,3 39,3 
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Hình 5. Ảnh hưởng của nhiệt độ tới tính bền lipase cố định 

Kết quả cho thấy lipase cố định bền ở vùng nhiệt độ 40 - 60°C (sau 
18 giờ hoạt độ còn 52,4 – 66,7% so với hoạt độ ban đầu). Sau 18 giờ, ở 
70oC hoạt độ lipase cố định còn 39,3%. Như vậy ở mỗi nấc nhiệt độ, hoạt 
độ lipase cố định tăng khoảng 10% so với lipase tự do. 
3.4.1.3. Ảnh hưởng của pH tới hoạt độ lipase tự do và cố định 



pH có ảnh hưởng khá lớn đến vận tốc phản ứng của enzym, mỗi 
enzym hoạt động mạnh trong 1 dải pH khác nhau. Ở giá trị pH mà tại đó 
enzym hoạt động mạnh nhất gọi là pH tối ưu. Tiến hành xác định hoạt độ 
lipase tự do và cố định với các giá trị pH thay đổi từ 7,0 - 8,3 với cùng cơ 

chất dầu đậu nành 5%, ở nhiệt độ 65°C.  
Kết quả thí nghiệm được thể hiện ở bảng 16 và biểu diễn trên hình 6 

Bảng 16. Ảnh hưởng của pH tới hoạt độ lipase  
PH Hoạt độ lipase 

tự do (U/g) 
Hoạt độ lipase 
cố định (U/g) 

6,5 17,5 11,5 

7 21,5 15,0 

7,5 25,5 12,5 
8 28,5 7,5 

8,5 26,5 2,5 

9 21,5 1,5 
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Hình 6. Ảnh hưởng của pH tới hoạt độ lipase  



Qua bảng 16 và hình 6 cho thấy hoạt độ lipase cố định  hoạt động 
mạnh nhất ở pH 7,0 (15 U/g). Khi tăng pH lên trên 9,0 thì hoạt độ enzym 
giảm chỉ còn 1,5 U/g.  

Đối với lipase tự do, hoạt động mạnh ở pH 8,0 (28,5U/g). Điều này 
cũng phù hợp với lý thuyết, lipase được cố định lên chất mang polyamit 
tích điện dương nên pH tối ưu chuyển về vùng axit. 
3.4.1.4. Ảnh hưởng của pH tới tính bền lipase tự do và cố định 

Để xác định ảnh hưởng pH tới tính bền lipase tự do và cố định, tiến 
hành thí nghiệm ở các giá trị pH khác nhau: 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 với nhiệt độ 

30°C trong thời gian 18 giờ. Cứ sau 2 giờ xác định hoạt độ lipase. Kết 
quả thể hiện ở bảng 17 và hình 7  

Bảng 17. Ảnh hưởng của pH tới tính bền lipase tan 
Thời gian (giờ) 

0 6 12 18 

 
pH 

Hoạt độ 

 U/g % U/g % U/g % U/g % 

6,5 29,5 100 18,3 62,0 13,3 45,0 9,6 32,5 

7 29,5 100 21,2 72,0 16,2 55,0 12,8 43,5 

7,5 29,5 100 23,6 80,0 19,2 65,0 15,9 53,9 

8 29,5 100 25,1 85,0 21,2 72,0 18,3 62,0 
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Hình 7. Ảnh hưởng của pH tới tính bền lipase tan 
Kết quả cho thấy lipase tự do bền ở vùng pH 7,5 – 8,0 sau 18 giờ 

vẫn còn 53,9 - 62 %.  
 

Bảng 18. Ảnh hưởng của pH tới tính bền lipase cố định 
Thời gian (giờ) 

0 6 12 18 

 
pH 

Hoạt độ 

 U/g % U/g % U/g % U/g % 

6.5 21 100 14,0 66,7 9,9 47,0 8,2 39,0 

7 21 100 16,7 79,5 13,8 65,7 12,0 57,0 

7.5 21 100 16,0 76,2 12,2 58,2 10,6 50,6 

8 21 100 12,0 57,1 8,2 39,1 6,1 29,0 
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Hình 8. Ảnh hưởng của pH tới tính bền lipase cố định 

Kết quả bảng 18 và hình 8 cho thấy lipase cố định bền ở vùng  pH 
7 - 7,5 sau 18 giờ hoạt độ còn 50,6 – 57%. Như vậy lipase cố định ở vùng 
axit hơn so với lipase tự do. 
3.4.1.5. Ảnh hưởng của ion kim loại tới hoạt độ lipase tự do 

Để xác định ảnh hưởng của các ion kim loại lên khả năng xúc tác 
của enzym tiến hành nghiên cứu đối với các ion kim loại: Ca2+, Na+, K+, 
Cu2+, Zn2+, Fe3+, Mg2+, Pb2+. Tiến hành ủ enzym với dung dịch đệm chứa 
các ion kim loại trên với nồng độ 10mM trong 30 phút, ở điều kiện nhiệt 
độ phòng (30°C) đem xác định hoạt độ theo phương pháp chuẩn độ so 
với mẫu đối chứng không ủ ion kim loại để biết được mức độ ảnh hưởng 
của chúng với enzym lipase.  

Kết quả thể hiện ở bảng 19 và hình 9 
 



Bảng 19. Ảnh hưởng của ion kim loại đến hoạt độ lipase tự  do 
Các ion kim loại 

(10-3M) 
Hoạt độ lipase (U/ml) % hoạt độ 

Mẫu đối chứng 54,0 100 

Ca2+ 58,0 107,40 

Mg2+ 57,5 106,48 

Na+ 53,5 99,07 

K+ 53,0 98,15 

Cu2+ 47,0 87,03 

Fe3+ 46,5 86,11 

Zn2+ 46,5 86,11 

Pb2+ 35,5 67,74 
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Hình 9. Ảnh hưởng của ion kim loại đến hoạt độ lipase tự do 



 
Kết quả nghiên cứu cho thấy, các ion kim loại Na+, Ca2+, Mg2+, K+ 

không ảnh hưởng nhiều đến hoạt độ lipase, trong đó Ca2+ và Mg2+ còn có 
chiều hướng hoạt hoá làm tăng hoạt độ lipase. Còn các ion kim loại nặng 
Fe3+, Cu2+, Zn2+ ức chế yếu lên hoạt độ lipase khoảng 13-14%. Pb2+ ức 
chế lipase mạnh nhất, nó làm giảm hoạt độ khoảng 33%.  
3.4.1.6. Xác định điểm đẳng điện của lipase tự do 

Điểm đẳng điện (pI) là pH mà tại đó phân tử protein trung hoà về 
điện. Tại điểm đẳng điện, phân tử protein enzym hoạt động kém và dễ bị 
kết tủa. Điểm đẳng điện của protein enzym không những có ý nghĩa lý 
thuyết mà còn có ý nghĩa thực tiễn trong sản xuất vì vậy cần phải xác 
định điểm đẳng điện của enzym bằng cách đo độ đục của dung dịch 
enzym khi kết tủa với cồn theo Droxov (1970) 

Tiến hành lấy 5ml dịch enzym chứa 5-8mg protein enzym, 10ml 
đệm borat ở các pH khác nhau từ 6,6 đến 9,0. Sau đó cho kết tủa bằng 
cồn 96º với nồng độ cồn là 60%. Để lạnh trong 30 phút, lấy ra đo hàm 
lượng protein ở bước sóng λ= 620nm. Ở pH nào dịch enzym sau tủa có 
độ đục cao nhất, tức là độ đục cao nhất, đó là điểm đẳng điện pI của 
enzym nghiên cứu. Kết quả thể hiện ở bảng 20.  

Bảng 20. Kết quả xác định điểm đẳng điện của lipase tự do 
PH OD620 

6,6 0,577 

7,0 0,631 

7,5 0,704 

8,0 0,688 

8,4 0,615 

8,8 0,566 

9,1 0,454 



 
Kết quả thu được ở bảng 20 cho thấy tại pH 7,5 dịch enzym tủa có 

độ đục cao nhất. Vậy pI của lipase là 7,5 

3.4.2. Mét sè ®Æc tÝnh cña lipase Bacillus-sp 

♦ §Æc hiÖu c¬ chÊt 

Lipase Bacillus cã ho¹t tÝnh ®Æc hiÖu ®èi víi tõng c¬ chÊt vµ dÇu ¨n rÊt 

kh¸c nhau. Ho¹t tÝnh ®èi víi dÇu olive thÊp nhÊt chØ ®¹t 26 U/ml, ®èi víi 

c¸c lo¹i dÇu kh¸c nh− dÇu mÌ tinh luyÖn, dÇu nµnh, Neptune, Meizan, 

Nakydaco ®¹t 53-63 U/ml, ®èi víi dÇu T−êng an ®¹t 79 U/ml vµ ®èi víi 

tributyrin ®¹t 101 U/ml (h×nh 10). 

H×nh 10. Ho¹t ®é lipase Bacillus 

®Æc hiÖu cña tõng c¬ chÊt. 1: DÇu 

olive; 2: DÇu mÌ (tinh luyÖn); 3: 

DÇu nµnh (tinh luyÖn); 4: DÇu 

neptune (dÇu cä + dÇu h¹t c¶i); 5: 

DÇu Meizan (dÇu olein + dÇu h¹t 

c¶i + dÇu nµnh); 6: DÇu Nakydaco 

(dÇu olein dõa + dÇu nµnh); 7: DÇu T−êng an (dÇu olein + dÇu nµnh 

+ dÇu canola); 8: Tributyrin (1%). 
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♦ ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é  

NhiÖt ®é tèi −u cña lipase chñng Bacillus chÞu nhiÖt nµy ®−îc x¸c 

®Þnh qua viÖc ®o ho¹t tÝnh dÞch næi ë nhiÖt ®é ph¶n øng kh¸c nhau tõ 

30 ®Õn 75°C víi c¬ chÊt lµ dÇu ¨n tæng hîp nång ®é 5% vµ pH 8,0. 

Khi nhiÖt ®é t¨ng tõ 30 ®Õn 75°C th× ho¹t tÝnh lipase còng t¨ng theo víi 

tèc ®é ®Òu tõ 31 ®Õn 91 ®¬n vÞ/ml (h×nh 11). Ho¹t tÝnh ®¹t tèi −u ë nhiÖt 

®é 70°C lµ 91 ®¬n vÞ/ml (h×nh 11). Sau nhiÖt ®é 70°C, ho¹t tÝnh lipase cã 

gi¶m chót Ýt (89 U/ml ë nhiÖt ®é 75°C). Víi biÓu ®å nhiÖt ®é tèi −u nµy, 

lipase Bacillus thuéc vµo mét trong c¸c lipase −a nhiÖt ®· ®−îc nghiªn 

cøu trªn thÕ giíi. 
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♦ ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é ®Õn ®é bÒn cña lipase 

D−íi t¸c ®éng cña nhiÖt ®é, ho¹t tÝnh lipase Ýt nhiÒu ®Òu bÞ ¶nh h−ëng. 

Møc ®é ¶nh h−ëng tïy thuéc vµo tõng lo¹i lipase kh¸c nhau vµ tïy theo 

kho¶ng thêi gian enzym ®−îc ñ ë nhiÖt ®é ®ã. Trong qu¸ tr×nh xö lý 

nhiÖt, cã thÓ tr−íc tiªn mét sè liªn kÕt hydro trong m¹ng l−íi liªn kÕt 

hydro tham gia vµo viÖc gi÷ v÷ng cÊu tróc cña lipase bÞ ®øt g·y dÉn ®Õn 

cÊu tróc cña enzyme bÞ biÕn ®æi, lµm cho c¬ chÊt kh«ng liªn kÕt ®−îc víi 

enzyme vµ kh«ng bÞ chuyÓn hãa d−íi t¸c dông cña enzyme. NÕu xö lý 

enzyme ë mét nhiÖt ®é qu¸ cao, c¸c liªn kÕt trong ph©n tö enzyme sÏ 

hoµn toµn bÞ ph¸ hñy lµm enzyme bÞ mÊt ho¹t tÝnh vµ lóc nµy khi ®−a vÒ 

nhiÖt ®é b×nh th−êng th× ho¹t tÝnh cña nã kh«ng thÓ håi phôc l¹i ®−îc.  

Thêi gian ñ lipase cµng l©u vµ nhiÖt ®é cµng cao th× ho¹t tÝnh cßn l¹i 

cµng thÊp. ë nhiÖt ®é 30°C, ho¹t tÝnh lipase gi¶m nhÑ cho tíi 8 giê (86%) 

vµ sau 24 giê ho¹t tÝnh cßn l¹i lµ 63% (h×nh 12). ë nhiÖt ®é 40 vµ 50°C, 

®å thÞ ho¹t tÝnh - nhiÖt ®é t−¬ng tù nhau, chóng gi¶m m¹nh ®Òu cho tíi 6 

giê ñ (32 vµ 34%), sau ®ã ho¹t tÝnh gi¶m nhÑ cho tíi 24 giê ñ (29 vµ 

22%). §èi víi nhiÖt ®é 60 vµ 70°C, ®å thÞ ho¹t tÝnh - nhiÖt ®é còng t−¬ng 

tù nhau, chóng gi¶m rÊt nhanh chØ sau 1 giê ñ (31 vµ 20%) vµ sau ®ã 

gi¶m dÇn cho tíi zero (70°C) vµ 17% (60°C). KÕt qu¶ nµy cho thÊy ®é 

bÒn cña lipase phô thuéc vµo nhiÖt ®é vµ thêi gian ñ. 
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H×nh 12. ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é ®Õn ®é bÒn lipase. NhiÖt ®é 30°C ( ); 

40°C ( ); 50°C ( ); 60°C (X); 70°C ( ). 

 

 

 

♦ ¶nh h−ëng cña pH ®Õn ho¹t tÝnh 

pH hçn hîp ph¶n øng cã ¶nh h−ëng râ rÖt ®Õn ho¹t tÝnh enzyme v× nã 

liªn quan ®Õn møc ®é ion hãa c¬ chÊt vµ ®é bÒn cña lipase. §Ó t×m ra 

kho¶ng pH tèi −u cho ho¹t tÝnh lipase, xuÊt ph¸t tõ mét sè th«ng tin vÒ 

pH tèi −u cña mét sè chñng Bacillus, chóng t«i b¾t ®Çu dß t×m pH tõ 7,0 

vµ ®i dÇn vÒ phÝa acid vµ kiÒm.  

 

H×nh 13. ¶nh h−ëng cña pH ®Õn ho¹t 

tÝnh lipase.  

 

 

 

Ho¹t tÝnh lipase tû lÖ thuËn víi ®é t¨ng pH 

hçn hîp ph¶n øng trong mét kho¶ng pH giíi h¹n 5,0-9,5. ë pH 5,0, ho¹t 

tÝnh lipase lµ zero cã nghÜa lµ lipase nµy kh«ng ho¹t ®éng trong m«i 

tr−êng acid. Ho¹t tÝnh t¨ng nhanh ®Òu khi pH t¨ng lªn 7,5 (76 U/ml). 

Ho¹t tÝnh b¾t ®Çu t¨ng chËm khi pH ®i tõ 7,5 (76 U/ml) lªn 9,5 (108 

U/ml) vµ ®¹t cùc ®¹i t¹i pH 9,5. Ho¹t tÝnh gi¶m nhÑ ë pH 10,0 (98 U/ml). 

D¶i pH cÇn thiÕt ®Ó cho lipase ho¹t ®éng lµ 7,5-9,5, mét lo¹i lipase −a 

kiÒm. §Æc tÝnh nµy cïng víi kh¶ n¨ng thñy ph©n tèt c¸c lo¹i dÇu ¨n kh¸c 

nhau cho thÊy ®©y lµ mét lo¹i enzyme rÊt thÝch hîp cho ngµnh c«ng 

nghiÖp s¶n xuÊt c¸c chÊt tÈy röa ho¹t ®éng ë mét m«i tr−êng cã tÝnh kiÒm 

cao. 
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♦ ¶nh h−ëng cña pH ®Õn ®é bÒn cña lipase 

Gièng nh− nhiÖt ®é, pH còng ¶nh h−ëng râ rÖt ®Õn ®é bÒn lipase. Khi ñ ë 

pH 4, ho¹t tÝnh lipase chØ cßn 12%, vµ khi ñ ë pH 5-7 ho¹t tÝnh cßn l¹i 

mét nöa (48-58%) (hinh 14). Lipase gi÷ nguyªn ho¹t tÝnh (92-117%) khi 

ñ ë m«i tr−êng pH 9,0-10 (h×nh 14), 

nh−ng khi m«i tr−êng qu¸ kiÒm (pH 

11) ho¹t tÝnh cßn l¹i chØ 23%. Cïng 

mét pH, nh−ng trong c¸c ®Öm kh¸c 

nhau, ho¹t tÝnh cßn l¹i còng kh¸c nhau 

(h×nh 14). §iÒu nµy cho thÊy c¸c ion 

còng ¶nh h−ëng tíi ®é bÒn lipase. Nh− vËy 

lipase cã ®é bÒn cao ë m«i tr−êng kiÒm vµ thÊp ë m«i tr−êng acid. 

0

20

40

60

80

100

120

140

4 5 6 7 8 9 10 1

pH hçn hîp ñ lipase

H
o¹

t t
Ýn

h 
t−

¬n
g 

®è
i (

%
)

1

H×nh 14. ¶nh h−ëng cña pH ®Õn ®é bÒn lipase. §Öm acetate ( ); ®Öm 

phosphate ( ); ®Öm Tris-HCl ( ); ®Öm glycine (X). 

♦ ¶nh h−ëng cña ion kim lo¹i ®Õn ho¹t tÝnh  

 

Theo nhiÒu tµi liÖu nghiªn cøu vÒ cÊu tróc cña lipase cho thÊy lipase 

kh«ng ph¶i lµ mét enzyme kim lo¹i. T¸c ®éng cña kim lo¹i ®Õn lipase 

trong qu¸ tr×nh xóc t¸c ph¶n øng cã thÓ theo nhiÒu c¸ch kh¸c nhau: (a) 

Tham gia vµo viÖc gi÷ v÷ng æn ®Þnh cÊu d¹ng kh«ng gian cÇn thiÕt cña 

ph©n tö lipase ®Ó ®¶m b¶o viÖc thùc hiÖn c¸c ph¶n øng enzyme. (b) Cã t¸c 

dông lµm t¨ng tèc ®é ph¶n øng th«ng qua viÖc t¹o thµnh phøc víi c¬ chÊt. 

(c) Tham gia lµm cÇu nèi kÕt hîp c¬ chÊt víi trung t©m ho¹t tÝnh cña 

enzyme. 

KÕt qu¶ cho thÊy c¸c ion kim lo¹i hãa trÞ I, II vµ III ®Òu ¶nh h−ëng ®Õn 

ho¹t tÝnh cña lipase. K+, Mg2+, Fe3+ lµm gi¶m ®¸ng kÓ ho¹t tÝnh cña lipase 

(80-89% ®èi víi 1 mM vµ 57-83% ®èi víi 10 mM) trongkhi ®ã Ca2+ l¹i 

cã ¶nh h−ëng tÝch cùc ®Õn ho¹t tÝnh cña lipase (t¨ng 10-12%) (h×nh 15). 



 

 

 

 

 

H×nh 15. ¶nh 

h−ëng cña ion 

kim lo¹i ®Õn ho¹t tÝnh 

lipase. Cét g¹ch ngang: KCl; cét car«: MgCl2; cét x©y g¹ch: CaCl2; cét 

thang: FeCl3. 
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♦ ¶nh h−ëng cña dung m«i h÷u c¬ 

Sù cã mÆt cña dung m«i h÷u c¬ 1% ®· lµm gi¶m ho¹t tÝnh lipase. 

Acetone, 2-propanol vµ ethanol gi¶m ho¹t tÝnh lipase mét nöa, cßn 

methanol gi¶m mét phÇn t−  

♦ ¶nh h−ëng cña chÊt tÈy röa 

Mét sè chÊt t¶y röa cã ho¹t tÝnh bÒ mÆt nh− SDS, Tween 20, Tween 80, 

Triton X-100 ¶nh h−ëng ®Õn ho¹t tÝnh lipase. Triton X-100 t¨ng ho¹t tÝnh 

lipase lªn 63% vµ Tween 20 gi÷ nguyªn ®−îc ho¹t tÝnh lipase (107%), 

trong khi ®ã Tween 80 gi¶m mét nöa, cßn SDS th× øc chÕ lipase ho¹t tÝnh 

cßn kho¶ng 3% (h×nh 17). 
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H×nh 17. ¶nh h−ëng cña chÊt t¶y röa ®Õn ®é bÒn cña lipase. 1: ®èi chøng. 

2: SDS. 3: Tween 20. 4: Tween 80; 5: Triton X-100. 

 
3.5. KHẢO SÁT KHẢ NĂNG ỨNG DỤNG LIPASE tõ Candida 
rugosa 
3.5.1. Khảo sát khả năng thuỷ phân dầu với lipase cố định 

Trong công nghiệp dược người ta thường sản xuất viên nang có 
chứa chất béo với chỉ số axit 80 – 100. Cũng như trong khấu phần thức 
ăn kiêng của những bệnh nhân nhiễm mỡ trong máu nếu sử dụng các loại 
dầu ăn thực vật đã được thuỷ phân sơ bộ chỉ số axit tăng đến 80 – 100 thì 
sẽ làm giảm hàm lượng mỡ trong máu. Do vậy chúng tôi nghiên cứu 
khảo sát khả năng thuỷ phân dầu đậu nành của lipase cố định.  

Do lipase chỉ có khả năng thuỷ phân dầu trên bề mặt liên pha vì 
vậy chúng tôi tiến hành khảo sát sự thuỷ phân dầu ăn bằng cách cho hỗn 
hợp dầu: nước với các tỷ lệ khác nhau 1:1, 2:1, 1:2 chảy qua cột có chứa 
enzym cố định 2 lần với tốc độ chảy 15 giọt/phút ở nhiệt độ phòng và có 
bổ sung CaCl2 5mM 2%. Sau đó xác định chỉ số axit của dầu sau khi thực 
hiện phản ứng thuỷ phân. Kết quả khảo sát thể hiện ở bảng 21 



Bảng 21. Ảnh hưởng tỷ lệ dầu: nước đến khả năng thuỷ phân dầu 
của lipase 

Chỉ số axit Tỷ lệ dầu: nước 

Lần 1 Lần 2 

1:1 40,32 60,14 

2:1 61,30 82,50 
1:2 50,49 70,14 

 
Kết quả bảng 21 cho thấy với tỷ lệ dầu: nước là 2:1 khả năng thuỷ phân 
của lipase là tốt nhất cho chỉ số axit là 82,5. Nên chúng tôi sẽ sử dụng 
điều kiện này cho thuỷ phân với lượng dầu lớn hơn sau này.  
3.5.2. Khảo sát khả năng sử dụng lipase tan trong sản xuất phomat 

Trong quá trình sản xuất phomat từ sữa tươi, ở giai đoạn lên men 
đông tụ phomat người ta sử dụng renin và một số proteaza axit tính hoặc 
kiềm tính làm tác nhân đông tụ sữa. Trong giai đoạn ủ chín có thể bổ 
sung lipase nhằm làm tăng hương vị đặc trưng cho phomat.  

Để khảo sát khả năng sử dụng lipase trong quá trình sản xuất 
phomat, tiến hành thí nghiệm trên 2 mẫu. Mẫu 1: sản xuất phomat có bổ 
sung 50% renin + 50% proteaza đông tụ sữa. Mẫu 2: sản xuất phomat bổ 
sung 50% renin + 50% proteaza + 0,001% lipase. 

Cả 2 mẫu được ủ chín ở nhiệt độ 4 – 10oC trong 6 tuần. Sau đó 
đánh giá chất lượng bằng phương pháp cảm quan. 

Đánh giá bằng phiếu cho điểm (thang điểm 10) theo các chỉ tiêu 
chất lượng phomat. Kết quả biểu diễn ở bảng 22 

 



Bảng 22:  Kết quả đánh giá chất lượng phomat bằng phương pháp cảm 
quan 

Điểm Chỉ tiêu 

Mẫu 1  
(Không có lipase)  

Mẫu 2 
(có lipase)  

Màu sắc 1,14 2,21 

Mùi kem 4,64 5,92 

Mùi chua 5,85 4,57 

Mùi ôi 3,28 1,71 

Mùi bơ 3,64 5,00 

Mùi lactic 4,00 5,50 

Mùi lạ 1,00 0,35 

Vị ngọt 4,07 5,78 

Vị chua 5,57 5,35 

Vị đắng 2,14 1,42 

Vị mặn 7,78 6,85 

Độ chắc 4,00 5,92 

Độ tan 5,85 4,21 

Độ mịn 5,78 5,28 

Độ dính 5,28 5,42 

Cảm giác béo 5,00 6,28 

Chất lượng tổng hợp 6,42 7,85 

 
Kết quả đánh giá cảm quan các chỉ tiêu của sản phẩm phomat có và 

không bổ sung lipase cho thấy các chỉ tiêu của sản phẩm phomat có sử dụng 
lipase đều tốt hơn cả về màu sắc và hương vị so với phomat không bổ sung 
lipase. 
 



KẾT LUẬN 

- §iÒu kiÖn nu«i cÊy tèi −u cho sinh tæng hîp lipase tõ Candida rugosa cho 
mét lÝt lµ:  

M«i tr−êng nu«i gåm: KH2PO4: 15 g; K2HPO4:5,5 g; (NH4)2SO4:4g; 

MgSO4:1g; FeCl3:10m g; inositon: 0,004mg; biotin: 0,008mg; 

Thiamine.HCl: 0,2mg; DÇu oliu: 1%; axit palmitic: 1.2 g; H2O: 

1000ml;  

Sè tÕ bµo nÊm men cÊy ban ®Çu: 2,6.106 tb/ml canh tr−êng;  

Thêi gian nu«i: 40 giê 

- §iÒu kiÖn nu«i cÊy tèi −u cho sinh tæng lîp lipase tõ Bacillus sp lµ: m«i 

tr−êng BMGY víi thµnh phÇn: (1% (w/v) cao nÊm men, 2% (w/v) bacto-

peptone, 100 mM kali phosphate, pH 7.0, 4 x 10-5% (w/v) biotin vµ 1% 

(v/v) methanol) ë 30°C l¾c 220 vßng/phót 

- Nång ®é cån thÝch hîp cho kÕt tña thu lipase lµ 90%. Lipase sau kÕt tña 

cån cho ch¹y s¾c ký trªn sắc ký đồ cho thấy lipase sau khi qua cột trao 

đổi ion DEAE - cellulose xuất hiện 3 pick. Tiến hành xác định hoạt độ 

lipase ở các phân đoạn. Kết quả cho thấy chỉ có pick 1 và pick 3 có hoạt 

tính lipase (69UI/ml và 77UI/ml) vµ Lip1 và Lip3 có khối lượng phân tử 

là 58 và 62 kDa. Lipase sau các bước làm sạch: kết tủa etanol, sắc ký trao 

đổi ion DEAE – Cellulose thu được chế phẩm có hoạt độ riêng 55,16 

U/mg protein, mức độ tinh sạch là 12,5 lần; hiệu suất thu hồi là 37,06%.  

- §iều kiện tối ưu để cố định lipase trên Nylon-6 đó là: nồng độ HCl thÝch 
hîp cho ho¹t ho¸ chất mang là 3,5N; glutaraldehit là 10%, nồng độ lipase 
đem cố định là 1mg/ml (550U/ml); sử dụng dung dịch đệm phosphat pH 
7,7. 

- Một số đặc tính của lipase cố định trên Nylon-6 



• Nhiệt độ tối ưu là 70°C, bền ở vùng nhiệt độ 40 - 60ºC, sau 18 giờ 
hoạt độ còn lại là 52,4 – 66,7%. 

• pH tối ưu là 7,0; bền ở vùng pH 7 - 7,5; sau 18 giờ hoạt độ còn 50,6 - 
57%. 

- Một số đặc tính của lipase tan từ Candida rugosa 

•   Nhiệt độ tối ưu là 60°C, bền ở vùng nhiệt độ 40 - 50ºC, sau 18 giờ 
hoạt độ còn lại là 50,2 - 59%. 

• pH tối ưu là 8,0; bền ở vùng pH 7,5 - 8,0, sau 18 giờ hoạt độ còn 53,9 
- 62%. 

• Điểm đẳng điện của lipase là pI = 7,5 

• Ảnh hưởng của các ion kim loại đến hoạt tính của lipase:  
- Ion Pb2+ ức chế mạnh (làm giảm hoạt độ tới 33,26%) 
- Các ion Cu2+, Fe3+, Zn2+ ức chế yếu (làm giảm hoạt tính 13%)    
- Các ion Na+, K+ không ảnh hưởng.  
- Các ion Mg2+, Ca2+ có khả năng hoạt hoá lipase. 

- Mét sè ®Æc tÝnh lipase tõ Bacillus sp 

♦ TÝnh ®Æc hiÖu c¬ chÊt ®èi víi tributyrin lµ cao nhÊt: 101 U/ml. 

♦ NhiÖt ®é tèi −u lµ 70°C (91,1 U/ml). 

♦ Lipase cã ®é bÒn nhiÖt, sau 24 giê ho¹t tÝnh vÉn cßn 63%. 

♦ pH 9,5 lµ thÝch hîp nhÊt cho ph¶n øng, ho¹t tÝnh ®¹t 108,1 U/ml. 

♦ pH 9,0 ®Öm Tris-HCl vµ pH 10,0 ®Öm glycine kh«ng ¶nh h−ëng tíi ®é 

bÒn cña lipase, ho¹t tÝnh cßn l¹i vÉn ®¹t 117%. 

♦ Ca2+ t¨ng ho¹t tÝnh lipase lªn 10-12%, ng−îc l¹i K1+, Mg2+, Fe3+ gi¶m 

ho¹t tÝnh lipase tõ 11-42%. 

♦ C¸c dung m«i h÷u c¬ ®Òu gi¶m ho¹t tÝnh lipase. Acetone, 2-propanol 

vµ ethanol gi¶m mét nöa, methanol gi¶m mét phÇn t−. 



C¸c chÊt tÈy ¶nh h−ëng lªn ho¹t tÝnh lipase. Triton X-100 t¨ng ho¹t tÝnh 

lªn 63%. Tween 20 gi÷ nguyªn ho¹t tÝnh (107%). Tween 80 gi¶m mét 

nöa. Cßn SDS k×m h·m ho¹t tÝnh lipase 3%. 

- Đã khảo sát khả năng ứng dụng của lipase trong công nghiệp dược, thực 
phẩm: 

• Tỷ lệ dầu nước là 2:1, tốc độ chảy là 15 giọt/ phút, nồng độ lipase 
10U/ml dầu, nhiệt độ phòng, thu được dầu đậu nành có chỉ số axit 
80,5. 

• Với hàm lượng lipase là 0,001% bổ sung vào quá trình sản xuất 
phomat thu được các chỉ tiêu chất lượng sản phẩm tốt hơn sản phẩm 
phomat không bổ sung lipase cả màu sắc và hương vị. 
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