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1.MỞ ĐẦU 
Ngành chế biến thủy sản trong nước và trên thế giới hàng năm thải ra một lượng lớn 

các phụ phế phẩm cần được xử lý hoặc chế biến tiếp. Phụ phẩm thủy sản thường là nội 
tạng, đầu, xương, da... Để giải quyết một lượng lớn phụ phẩm như hiện nay, tại Việt Nam 
và trên thế giới đang có xu hướng tận thu phần phụ phẩm để chế biến thành các sản phẩm 
có giá trị gia tăng[1]. Một số phụ phẩm có giá trị dinh dưỡng cao dùng để chế biến thành 
bột cá, dầu cá… [4]. Ngoài ra các sản phẩm như: chế phẩm enzyme, peptide có hoạt tính 
sinh học, màng sinh học được chế biến từ một số loại phụ phẩm thủy sản có thể mang lại 
những hiệu quả kinh tế rất lớn cho con người [8].  

Tại Việt nam hiện nay, phụ phẩm của cá tra, basa được sử dụng chủ yếu làm thức ăn 
cho gia súc, thủy sản và làm phân bón. Việc thu nhận chế phẩm enzyme protease từ ruột 
cá basa là một vấn đề được đặt ra nhằm khai thác và sử dụng hiệu quả hơn phụ phẩm của 
ngành chế biến thủy sản.  

2.NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1.Nguyên liệu  
Nội tạng của cá basa do nhà máy chế biến thủy sản Vĩnh Long cung cấp. Sau khi giết 

mổ, nội tạng được bảo quản ở nhiệt độ -20oC. Thời gian bảo quản nội tạng càng ngắn 
càng tốt để tránh hiện tượng enzyme bị biến tính. 

Muối amonium sulfat, ethanol, aceton và isopropanol được sử dụng như là những tác 
nhân để kết tủa enzyme. Các hóa chất sử dụng trong nghiên cứu này đều do Trung Quốc 
sản xuất. 

2.2.Phương pháp nghiên cứu 
Ruột cá basa được cắt nhỏ đến kích thước 4 x 8 (mm x mm) và được phối trộn với 

dung môi theo tỷ lệ thích hợp. Nhiệt độ dung môi trước khi phối trộn là 2-4oC. Tiếp theo, 
hỗn hợp được nghiền trong thiết bị Ik T25 (Đức) với vận tốc 9000v/phút trong thời gian 3 
phút trước khi quá trình trích enzyme bắt đầu. Trong quá trình nghiền,  nhiệt độ hỗn hợp 
không vượt quá 5oC. 

Việc tối ưu hóa quá trình chiết enzyme từ ruột cá basa được thực hiện theo phương 
pháp qui hoạch thực nghiệm. Ý nghĩa của các hệ số phương trình hồi qui được kiểm tra 
theo tiêu chuẩn Student và sự tương thích của phương trình hồi qui với thực nghiệm được 
kiểm tra theo tiêu chuẩn Fisher [3]. 

Các phương pháp phân tích 
Hoạt tính protease được xác định theo phương pháp Anson cải tiến [1]. Hàm lượng 

protein được xác định theo phương pháp Lowry [1] 



Công thức tính toán  
Hoạt tính riêng là số đơn vị hoạt tính enzyme được tính trên 1mg protein của chế 

phẩm. Hiệu suất thu hồi protease là tỷ lệ giữa tổng hoạt tính enzyme thu được sau quá 
trình tinh sạch và tổng hoạt tính enzyme trong mẫu trước khi đem tinh sạch.  

Độ tinh sạch là tỷ lệ giữa hoạt tính riêng của enzyme thu được sau quá trình tinh sạch 
và hoạt tính riêng của mẫu enzyme trước khi đem tinh sạch 

3.KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN 
3.1.Trích ly enzym protease từ ruột cá Basa 
3.1.1.Xác định tỷ lệ khối lượng nội tạng/ dung môi (w/w)  cho quá trình trích ly 

enzyme protease 
Ruột cá basa được đem trích ly bằng nước cất ở nhiệt độ 300C trong thời gian là 10 

phút. Tỷ lệ ruột/ nước cất (w/w) được thay đổi lần lượt là: 1/1; 1/2; 1/3; 1/4 và 1/5. Kết 
quả thực nghiệm được trình bày ở hình 1.  
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Hình 1. Ảnh hưởng của tỷ lệ ruột/dung môi 
đến quá trình  trích ly protease từ ruột cá 

Hình 2. Ảnh hưởng của pH dung môi đến quá 
trình trích ly protease từ ruột cá 

 Chúng tôi nhận thấy rằng dịch trích ly enzyme thu được có tổng hoạt tính protease 
cao nhất là 12,42UI/g CKNT (chất khô nội tạng) tương ứng với tỷ lệ ruột/ dung môi là 
1/1(w/w). 

Theo lý thuyết, khi tăng lượng dung môi thì quá trình trích ly enzyme từ nguyên liệu 
vào dung môi sẽ trở nên dễ dàng hơn. Tuy nhiên, khi  ta thay đổi tỷ lệ ruột và nước cất sử 
dụng trong quá trình trích ly thì giá trị pH dịch trích cũng thay đổi theo và nó ảnh hưởng 
đến độ hòa tan và khả năng khuếch tán của các protein từ ruột vào dịch trích. Khi chúng 
tôi tăng lượng nước cất lên nhiều hơn so với tỷ lệ ruột/dung môi =1/1(w/w) thì tổng hoạt 
tính protease của dịch trích ly sẽ giảm. 

3.1.2.Xác định pH trích ly  
Thông thường, hệ enzyme protease trong ruột nhóm cá da trơn hoạt động tối ưu trong 

vùng pH kiềm [5]. Chúng tôi tiến hành trích ly protease từ ruột cá basa, sử dụng các dung 
dịch đệm có giá trị pH khác nhau như sau: dung dịch đệm 0,2 N phosphate (pH 7,0), đệm 
0,2 N Tris-HCl (pH 8,0) và đệm 0,2 N Glycine-NaOH (pH 9,0-12,0). Nước cất được 
chọn làm dung môi đối chứng. 



Chọn tỷ lệ nội tạng/ dung môi  là 1/1 (w/w), nhiệt độ và thời gian trích ly lần lượt là 
30oC và 10 phút. Kết quả được trình bày ở hình 2. 

Chúng tôi nhận thấy rằng tổng hoạt tính protease của dịch chiết thu được sẽ thay đổi 
khi ta sử dụng các dung dịch đệm có giá trị pH khác nhau để trích ly enzyme. Dịch trích 
ly từ ruột có tổng hoạt tính protease cao nhất (15,67UI/g CKNT) khi sử dụng dung dịch 
đệm có giá trị pH 9,0. Khi tăng pH từ 7,0 đến 9,0, tổng hoạt tính protease của dịch trích 
ly enzyme thu được tăng từ 12,79 đến 15,67UI/g CKNT, tức tăng 22,5%. Tuy nhiên, nếu 
ta tiếp tục tăng giá trị pH từ 9,0 đến 12,0 thì tổng hoạt tính protease của dịch trích ly 
enzyme thu được sẽ giảm. 

So với mẫu kiểm chứng sử dụng dung môi là nước cất, khi sử dụng dung dịch đệm 
pH 9,0 để trích ly enzyme từ ruột thì tổng hoạt tính protease thu được cao hơn gấp 1,59 
lần.  

3.1.3.Xác định nhiệt độ trích ly 
Tiến hành trích ly protease kiềm từ ruột cá basa trong dung dịch đệm pH 9,0 với tỷ lệ 

ruột/dung môi là 1/1(w/w) trong thời gian 10 phút. Nhiệt độ trích ly được thay đổi lần 
lượt là: 20, 30, 40, 50 và 60oC. Hoạt tính protease tổng của dịch trích ly thu được ở các 
giá trị nhiệt độ khác nhau được trình bày ở hình 3.  

Chúng ta thấy rằng: khả năng trích ly enzyme proease từ ruột cá basa phụ thuộc vào 
nhiệt độ. Khi nhiệt độ tăng từ 20oC đến 40oC, sự khuếch tán và hòa tan enzyme từ ruột 
vào dung môi tăng theo, do đó tổng hoạt tính protease của dịch trích ly tăng từ 11,19 lên 
15,81 UI/gCKNT, tức tăng 41,29%.  

Khi chúng tôi tăng nhiệt độ trích ly cao hơn 40oC thì tổng hoạt tính enzyme thu được 
bị giảm đi. Có lẽ khoảng nhiệt độ 50-60oC là thích hợp cho các phân tử protease xúc tác 
thủy phân lẫn nhau. Hơn nữa, nhiệt độ cao có thể làm biến tính bất thuận nghịch enzyme. 

3.1.4.Xác định thời gian trích ly  
Tiến hành trích ly protease kiềm từ ruột cá basa trong dung dịch đệm 0,2 N Glycine-

NaOH pH 9,0 với tỷ lệ ruột/dung môi là 1/1(w/w) ở nhiệt độ 40oC. Thời gian trích ly thay 
đổi lần lượt là: 5, 10, 15, và 20 phút. Kết quả được trình bày ở hình 4. 
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Hình 3. Ảnh hưởng nhiệt độ đến quá trình 
trích ly protease từ ruột cá 

Hình 4. Ảnh hưởng thời gian trích ly đến hoạt 
tính protease thu nhận được từ ruột cá 



Khi chúng ta tăng thời gian trích ly từ 5 phút lên 10 phút thì khả năng khuếch tán của 
enzyme protease vào dung môi tăng. Với thời gian trích ly là 10 phút, dịch trích ly 
enzyme từ ruột cho tổng hoạt tính protease cao nhất là15,79UI/g CKNT. Nếu ta kéo dài 
thời gian trích ly vượt hơn 10 phút thì tổng hoạt tính protease thu được trong dịch chiết 
không tăng nữa mà còn bị giảm nhẹ. Có lẽ do thời gian dài, các phân tử protease trong 
dịch trích ly xúc tác phản ứng thủy phân lẫn nhau. 

3.1.4.Tối ưu hóa điều kiện trích ly protease từ ruột cá Basa (pH, nhiệt độ) bằng 
phương pháp qui hoạch thực nghiệm 

Hai yếu tố pH và nhiệt độ trích ly được chọn để thực hiện qui hoạch thực nghiệm vì 
chúng ảnh hưởng rất lớn đến hiệu suất chiết enzyme protease. 

Hai yếu tố không thay đổi trong quá trình khảo sát là: 
 + Tỷ lệ Ruột/ dung môi: 1/1(w/w) 

 + Thời gian trích ly: 10 phút. 
Chúng tôi sử dụng phương án trực giao cấp 2: 
Số thí nghiệm tối ưu: N = 9, trong đó có một thí nghiệm ở tâm phương án. Ngoài ra, 

chúng tôi thực hiện thêm ba thí nghiệm ở tâm nữa để kiểm tra ý nghĩa các hệ số của 
phương trình hồi qui. 

Hai yếu tố cần khảo sát là: 
+  X1 là pH dung môi trích ly với mức dưới: 8,5; tâm: 9,0 và mức trên: 9,5 
+  X2 là nhiệt độ trích ly với mức dưới 35 oC, tâm 40 oC và mức trên: 45oC 
Hàm mục tiêu Y: Tổng hoạt tính protease thu được trong dịch trích ly (UI/g CKNT).  
Ma trận qui hoạch thực nghiệm quá trình trích ly protease từ ruột cá Basa được trình 

bày ở bảng 1 
Bảng 1.  Ma trận và kết quả qui hoạch thực nghiệm quá trình trích ly protease từ ruột cá 

Basa 
 

Mẫu thí 
nghiệm X1 X2 

Y 
(UI/g CKNT) 

M1 - - 13.6161 

M2 - + 13.5490 

M3 0 - 14.4855 

M4 0 + 14.0125 

M5 + - 15.7796 

M6 + + 13.6581 

M7 - 0 12.6888 

M8 + 0 13.7048 



M9 0 0 14.1111 

M10 0 0 14.2650 

M11 0 0 14.0330 

M12 0 0 14.0985 

Phương trình hồi qui: Y=13.9562+0.481x1-0.4436x2-0.5136x1x2 -0.3703x1
2+0.6819x1

2 (1) 

Ghi chú: (-): mức dưới ; (0): tâm; (+): mức trên 
Sau khi giải bài toán qui hoạch thực nghiệm và tính các hệ số phương trình hồi qui, ý 

nghĩa của các hệ số được kiểm tra theo tiêu chuẩn Student với p = 0,05, số bậc tự do f = 
3-1= 2, chúng tôi thu được phương trình hồi qui (1) 

Kiểm tra sự tương thích phương trình hồi qui với thực nghiệm theo tiêu chuẩn Fisher 
với F = 4,645; F0,95(9-2,3-1) = 19,3. Do F< F0,95(9-2,3-1) nên phương trình hồi qui (1) 
tương thích với thực nghiệm. 

Phương trình (1) với hệ trục tọa độ X1 và X2 nằm trong khoảng [-1,1] được biểu diễn 
trên hình 5.  
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Hình 5. Tổng hoạt tính protease của dịch trích ly thu được từ ruột cá Basa trong thí 
nghiệm tối ưu hóa qui hoạch thực nghiệm 

Chúng tôi nhận thấy rằng cả hai yếu tố pH và nhiêt độ đều ảnh hưởng đến quá trình 
trích ly protease từ ruột cá basa theo một qui luật phức tạp. Giá trị cao nhất của hàm mục 
tiêu Y khi X1 có giá trị trong khoảng từ 0,5 đến 1,0 và X2 có giá trị trong khoảng từ -1,0 
đến -0,75. 

Chúng ta có thể xác định được pH và nhiệt độ tối ưu cho quá trình trích ly enzyme từ 
ruột cá Basa khi giải phương trình hồi qui (1). Dựa theo kết quả thu được trên hình 5, 
chúng tôi chọn điều kiện thích hợp để chiết enzyme từ ruột cá basa cho những thí nghiệm 
tiếp theo như sau: X1=1 và X2=-1 tương ứng với pH 9,5 và nhiệt độ chiết 35oC. 

3.2.Tinh sạch enzyme protease trong dịch chiết từ ruột cá Basa bằng tác nhân 
(NH4)2SO4 

Chúng tôi chỉ khảo sát sự kết tủa enzyme trong dịch chiết từ ruột cá basa tại nồng độ 
muối (NH4)2SO4 bão hòa là 70%. Chúng tôi bổ sung muối (dạng hạt) vào dịch chiết 



enzyme đã được làm lạnh (2oC) cho đến khi đạt nồng độ muối theo yêu cầu và khuấy 
đều. Protein sau khi kết tủa được tách và hòa tan trở lại trong một thể tích dung dịch đệm 
bằng thể tích dịch trích enzyme ban đầu. Sau đó, tiến hành loại bỏ muối bằng phương 
pháp thẩm tích qua màng cellophan [2, 7, 9]. Kết quả được trình bày ở hình 6. 

Ta thấy rằng, nếu kết tủa enzyme protease kiềm bằng muối (NH4)2SO4 thì hiệu suất 
thu hồi enzyme và mức tinh sạch đạt 89,70% và 1,39 lần.  

Việc kết hợp phương pháp thẩm tích qua màng cellophan với phương pháp kết tủa 
enzyme bằng muối (NH4)2SO4  sẽ làm tăng độ tinh sạch của chế phẩm protease so với 
phương pháp chỉ kết tủa enzyme bằng muối (NH4)2SO4. Độ tinh sạch chế phẩm tăng từ 
1,40 lên 1,75, tức tăng 25%. Tuy nhiên, hiệu suất thu hồi enzyme protease giảm từ 
89,70% xuống 75,39%. Do trong quá trình thẩm tích, ngoài lượng muối thoát qua màng 
cellophan thì một lượng protein cũng có thể bị thất thoát. 
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Hình 6. Hiệu suất thu hồi và mức tinh sạch protease kiềm trong dịch trích ly ruột cá Basa (tác 
nhân kết tủa (NH4)2SO4) 
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Hình 7. Hiệu suất thu hồi và mức tinh sạch protease kiềm trong dịch trích ly từ ruột cá Basa (tác 
nhân kết tủa: ethanol) 



3.3.Tinh sạch enzyme protease có trong dịch chiết từ ruột cá basa bằng tác nhân 
dung môi hữu cơ (ethanol, aceton và isopropanol) 

Dịch chiết enzyme (Vmẫu) và dung môi hữu cơ (Vdm)(ethanol, aceton và isopropanol) 
được làm lạnh lần lượt về 2oC và -18oC trước khi phối trộn với nhau. Sau khi phối trộn 
Vmẫu/Vdm ở những tỷ lệ xác định, giữ hỗn hợp ở nhiệt độ 2oC trong thời gian 30 phút rồi 
tiến hành tách kết tủa ra khỏi hỗn hợp bằng phương pháp ly tâm lạnh (10000V/phút, 10 
phút) [6,7]. 

Kết tủa protease bằng ethanol 
Kết quả thực nghiệm được trình bày ở hình 7. Khi tỷ lệ ethanol trong tổng thể tích 

hỗn hợp (dịch enzyme thô và dung môi) tăng dần thì hiệu suất thu hồi protease cũng như 
mức tinh sạch của chế phẩm sẽ tăng. Có lẽ đó là do khi số phân tử dung môi trong hỗn 
hợp tăng, chúng sẽ tách triệt để hơn lớp phân tử nước bao lấy xung quanh phân tử 
protein, làm giảm tính tan của protein, tăng khả năng kết tủa của chúng. Khi tỷ lệ 
Vmẫu/Vdm là 20/80 thì hiệu suất thu hồi protease cao nhất (88,50%) và mức tinh sạch của 
chế phẩm cũng cao nhất (1,36 lần). Nếu ta tiếp tục tăng tỷ lệ ethanol trong tổng thể tích 
hỗn hợp vượt quá 80% thì hiệu suất thu hồi protease và mức tinh sạch của chế phẩm sẽ 
giảm. 

Kết tủa protease bằng acetone 
Kết quả được trình bày ở hình 8. Chúng ta thấy rằng khi tăng tỷ lệ aceton trong tổng 

thể tích hỗn hợp (dịch enzyme thô và aceton) thì hiệu suất thu hồi enzyme cũng như mức 
tinh sạch của chế phẩm sẽ tăng. Khi tỷ lệ Vmẫu/Vdm là 20/80 thì hiệu suất thu hồi enzyme 
cao nhất (78,78%) và mức tinh sạch của chế phẩm cũng cao nhất (1,51 lần). Nếu tăng tỷ 
lệ aceton trong thể tích hỗn hợp vượt quá 80% thì hiệu suất thu hồi protease và mức tinh 
sạch của chế phẩm sẽ giảm. 
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Hình 8. Hiệu suất thu hồi và mức tinh sạch protease kiềm trong dịch trích ly từ ruột cá Basa (tác 
nhân kết tủa: aceton) 
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Hình 9. Hiệu suất thu hồi và mức tinh sạch protease kiềm trong dịch trích ly từ ruột cá Basa (tác 
nhân kết tủa: isopropanol) 

Kết tủa protease bằng isopropanol 
Kết quả được trình bày ở hình 9. Chúng ta thấy rằng isopropanol làm kết tủa enzyme 

theo qui luật tương tự như ethanol và aceton. Khi tỷ lệ isopropanol trong tổng thể tích 
hỗn hợp tăng dần thì hiệu suất thu hồi enzyme cũng như mức tinh sạch của chế phẩm sẽ 
tăng cao. Khi tỷ lệ Vmẫu/Vdm là 15/85 thì hiệu suất thu hồi enzyme cao nhất (90,42%) và 
mức tinh sạch của chế phẩm cũng cao nhất (1,65 lần). Nếu ta tiếp tục tăng tỷ lệ 
isopropanol trong thể tích hỗn hợp vượt quá 85% thì hiệu suất thu hồi enzyme và mức 
tinh sạch của chế phẩm sẽ giảm. 

3.4.Lựa chọn tác nhân kết tủa thích hợp 
Từ những kết quả nghiên cứu thu được ở trên chúng tôi nhận thấy rằng các tác nhân 

kết tủa protease đã được sử dụng đều cho hiệu suất thu hồi enzyme khá cao trên các mẫu 
dịch trích ly enzyme thô từ ruột cá basa (75,39-90,42%). 

Sử dụng muối (NH4)2SO4 để kết tủa protease trong dịch chiết enzyme thô kết hợp với 
phương pháp thẩm tích qua màng cellophan cho chế phẩm protease kiềm với mức tinh 
sạch cao nhất là 1,75 lần, tuy nhiên hiệu suất thu hồi enzym lại thấp nhất 75,39%. 
Phương pháp kết tủa enzyme bằng muối (NH4)2SO4 kết hợp với phương pháp thẩm tích 
qua màng cellophan khá phức tạp, tốn nhiều thời gian và chi phí hơn so với phương pháp 
sử dụng các tác nhân kết tủa khác.  

Khi sử dụng tác nhân kết tủa enzyme là các dung môi hữu cơ như ethanol, aceton và 
isopropanol thì mức tinh sạch chế phẩm thu được thấp hơn đôi chút so với phương pháp 
kết tủa enzyme bằng muối (NH4)2SO4 kết hợp với phương pháp thẩm tích qua màng 
cellophan nhưng hiệu suất thu hồi protease lại cao hơn. Trong các dung môi hữu cơ đã 
khảo sát, khi sử dụng isopropanol với tỷ lệ Vmẫu/Vdm là 15/85, hiệu suất thu hồi protease 
từ dịch trích ly ruột cá basa đạt giá tại cao nhất là 90,42% hình 10. Việc sử dụng dung 
môi để tinh sạch enzyme nhìn chung có chi phí tương đối thấp, qui trình thực hiện đơn 
giản.  

Chúng tôi chọn isopropanol là tác nhân kết tủa thích hợp nhất cho việc thu nhận chế 
phẩm protease kiềm từ ruột cá Basa. 
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Hình 10. Mức tinh sạch và hiệu suất thu hồi protease có trong dịch trích từ ruột cá Basa 
khi sử dụng các tác nhân kết tủa khác nhau 

4. KẾT LUẬN 
Dịch trích ly enzyme protease thu được từ ruột cá basa có tổng hoạt tính cao nhất là 

15,78UI/gCKNT trong điều kiện trích ly: tỷ lệ mẫu/dung môi: 1/1 (w/w); pH 9,5; nhiệt 
độ 35oC; thời gian trích ly 10 phút. 

Dung môi isopropanol được xem là tác nhân thích hợp nhất để kết tủa protease từ ruột 
cá Basa. Nếu sử dụng isopropanol với tỷ lệ Vmẫu/Vdm là 15/85 thì hiệu suất thu hồi 
enzyme là 90,42% và chế phẩm protease kiềm đạt mức tinh sạch 1,65 lần. Tuy nhiên, 
dịch trích ly enzyme protease thu được từ ruột cá basa có tổng hoạt tính chỉ bằng 5,16% 
so với dịch trích ly enzyme từ ruột cá ngừ vây vàng [5] và chỉ bằng 1,26% khi so với dịch 
trích ly enzyme protease thu được từ Bacillus subtilis PE-11 [2].   

Chúng tôi đang tiếp tục nghiên cứu xác định các tính chất và thông số động học của 
chế phẩm protease thu được từ ruột cá basa và thử ứng dụng chế phẩm để thủy phân 
protein trong công nghệ thực phẩm. 
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