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NGHI£N CøU T¸CH Vµ T¹O CHÕ PHÈM BROMELAIN Tõ PHÕ PHô PHÈM DøA

Extraction and Formulation of Bromelain from Ananas By-Products

Lại Thị Ngọc Hà

Khoa Công nghệ thực phẩm, Trường Đại học Nông nghiệp Hà Nội

TÓM TẮT

Hoạt lực protease trong các phần của quả dứa được xác định theo phương pháp Anson cải tiến. Chồi ngọn là phần có hoạt lực protease cao nhất được sử dụng để tách enzyme bromelain. Ảnh hưởng của nồng độ cồn đến hiệu suất thu hồi cũng như độ sạch của kết tủa bromelain được xác định. Quy trình tạo chế phẩm bromelain từ chồi ngọn dứa ở quy mô phòng thí nghiệm được xây dựng: kết tủa bằng cồn ở nồng độ 80%v/v sau đó đông khô trong 3 giờ. Bromelain thu được dưới dạng bột màu trắng ngà có độ ẩm 10% và hoạt lực protease 72,48 U/g. Một số đặc tính của bromealin chồi ngọn cũng được xác định như nhiệt độ tối ưu (55°C), pH tối ưu (6,5) và enzyme này kém bền nhiệt.

Từ khóa: Bromelain, dứa, tách chiết.

SUMMARY

The proteolysis activity in different parts of bananas fruit was examined using modified Anson test. The highest proteolysis activity was found in the bud and this was used for the extraction of bromelain. The extraction was done in 80% v/v alcohol and then lyophilized within duration of 3 hours. We obtained the bromelain powder with the moisture of 10% and the proteolysis activity of 72.48 U/g. Pineapple bromelain showed optimal temperature (55°C), optimal pH (6.5) and low thermostability.

Key words: Bromelain, ananas, extraction.
1. §ÆT VÊN §Ò

Bromelain lµ mét hçn hîp protease thiol cã trong thùc vËt hä Bromeliaceae trong ®ã cã c©y døa (Ananas comosus) (Hebbar et al., 2008). Chóng bao gåm stem bromelain (EC 3.4.22.32) cã chñ yÕu trong cuèng vµ fruit bromelain (EC 3.4.22.33) cã chñ yÕu trong qu¶. Hai proteinase n÷a cã trong cuèng nh­ng víi hµm l­îng nhá lµ ananain comosain (Andrew et al., 1990). Bromelain cã nhiÒu t¸c dông trong y häc vµ trong chÕ biÕn thùc phÈm. Trong y häc, bromelain ®­îc sö dông ®Ó lµm gi¶m ®au nhanh sau phÉu thuËt, gi¶m ®au ®èi víi c¸c tr­êng hîp viªm khíp, viªm ®a khíp, gi¶m thêi gian tan c¸c vÕt bÇm tÝm vµ chèng viªm. Bromelain cßn cã kh¶ n¨ng chèng ®«ng tô c¸c tiÓu cÇu, lµm gi¶m nguy c¬ ®ét quþ ®èi víi c¸c bÖnh nh©n tim m¹ch, t¨ng kh¶ n¨ng hÊp thô c¸c lo¹i thuèc ®Æc biÖt lµ c¸c thuèc kh¸ng sinh nh­ amoxicilline hay tetracycline vµ kiÓm so¸t sù ph¸t triÓn cña c¸c tÕ bµo ung th­ (NUTRANEWS, 3/2005; Rabelo et al., 2004). Trong c«ng nghiÖp thùc phÈm, bromelain ®­îc sö dông ®Ó lµm mÒm thÞt; thñy ph©n gan bß; ®Ó ®«ng tô s÷a; ph¸ ®ôc bia; thñy ph©n protein gluten trong s¶n xuÊt b¸nh mú lµm khèi bét nhµo mÒm dÎo h¬n, t¨ng h­¬ng vµ chÊt l­îng b¸nh (Lª Thanh Mai vµ NguyÔn Kiªu Hïng, 2005; Rabelo et al., 2004; §Æng ThÞ Thu vµ céng sù, 2004; Lª Ngäc Tó, 2004http://papain.diytrade.com). 

Bromelain cã mÆt trong phÕ phô phÈm cña døa nh­ lâi, chåi, vá vµ l¸. PhÇn phÕ phô phÈm nµy chiÕm mét tû lÖ lín cña l­îng døa nguyªn liÖu ®­a vµo chÕ biÕn, kho¶ng 70% (NguyÔn B¸ Mïi, 2002). Trªn thÕ giíi nhiÒu c«ng tr×nh nghiªn cøu ®· tiÕn hµnh chiÕt t¸ch, tinh s¹ch bromelain tõ phÕ phô phÈm b»ng nhiÒu c¸ch kh¸c nhau nh­ kÕt tña b»ng am«n sulfat, s¾c ký trao ®æi ion, ®«ng kh«, sÊy phun (Devakate et al., 2008; Evens, 2006); t¸ch b»ng dïng mµng ¸i lùc cè ®Þnh kim lo¹i - immobilized metal affinity membranes (Huali Nie et al., 2008), chiÕt hai pha láng – láng (Ravindra et al., 2008), nhiÒu chÕ phÈm th­¬ng m¹i ®· ra ®êi. Tuy nhiªn, ë ViÖt Nam, mét ®Êt n­íc nhiÖt ®íi cã s¶n l­îng døa lín, viÖc t¸ch bromelain tõ phÕ phô phÈm t¹o chÕ phÈm th­¬ng m¹i øng dông trong c«ng nghiÖp thùc phÈm ch­a nhiÒu. 

XuÊt ph¸t tõ t×nh h×nh thùc tÕ trªn, chóng t«i s¬ bé x©y dùng quy tr×nh thu nhËn vµ t¹o chÕ phÈm bromelain th« d¹ng bét øng dông trong c«ng nghiÖp thùc phÈm. C«ng viÖc nµy mét mÆt lµm t¨ng gi¸ trÞ kinh tÕ cña c©y døa, mÆt kh¸c gãp phÇn b¶o vÖ m«i tr­êng. Mét sè ®Æc tÝnh (c¬ chÊt ®Æc hiÖu, nhiÖt ®é tèi ­u, pH tèi ­u, ®é bÒn nhiÖt, pH) cña bromelain døa còng ®­îc x¸c ®Þnh.
2. VËT LIÖU Vµ PH¦¥NG PH¸P
      NGHI£N CøU
2.1. VËt liÖu vµ hãa chÊt

Sö dông døa Queen mua t¹i chî Tr©u Quú, Gia L©m, Hµ Néi. Hãa chÊt sö dông gåm cã: Folin Ciocalteu cña Sigma; casein, peptone, cao nÊm men, acid trichloacetic (TCA), albumin trøng gµ, tyrozin chuÈn, kali - natri tartrat vµ acid octo - boric cña Trung Quèc.

Mét sè thiÕt bÞ sö dông: ly t©m l¹nh (Hermle Z400K, §øc), m¸y ®o quang phæ (Cintra 10e CBS Uv, óc), x¸c ®Þnh ®é Èm nhanh (KCRN - NRS120 - 3, §øc), thiÕt bÞ ®«ng kh« (Modulyo – D, Mü). 

2.2. §Þa ®iÓm vµ thêi gian nghiªn cøu

Nghiªn cøu ®­îc thùc hiÖn t¹i phßng thÝ nghiÖm thuéc Bé m«n Hãa sinh - C«ng nghÖ sinh häc thùc phÈm, Khoa C«ng nghÖ thùc phÈm, §¹i häc N«ng nghiÖp Hµ Néi tõ th¸ng 1 ®Õn th¸ng 5 n¨m 2008.

2.3. Ph­¬ng ph¸p nghiªn cøu

2.3.1. X¸c ®Þnh ho¹t lùc protease b»ng
            ph­¬ng ph¸p Anson c¶i tiÕn (§Æng
            ThÞ Thu vµ céng sù, 1997)

Ph­¬ng ph¸p dùa trªn sù thñy ph©n protein casein b»ng enzyme cã trong dÞch nghiªn cøu råi tiÕp ®ã lµm v« ho¹t enzyme vµ kÕt tña protein ch­a bÞ thñy ph©n b»ng dung dÞch acid trichloroacetic. §Þnh l­îng s¶n phÈm ®­îc t¹o thµnh trong ph¶n øng thñy ph©n b»ng ph¶n øng mµu víi thuèc thö folin. Dùa vµo ®å thÞ chuÈn cña tyrosin ®Ó tÝnh l­îng s¶n phÈm do enzyme xóc t¸c t¹o nªn.  

§¬n vÞ ho¹t ®é protease lµ l­îng enzyme trong thêi gian 1 phót ë 30oC chuyÓn ho¸ ®­îc mét l­îng casein t­¬ng ®­¬ng mét micromol tyrosine thµnh d¹ng kh«ng bÞ kÕt tña bëi acid trichloacetic. Mét mol tyrozin b»ng 0,181 mg.

2.3.2. X¸c ®Þnh hµm l­îng protein b»ng
            ph­¬ng ph¸p Lowry (§Æng ThÞ Thu
            vµ céng sù, 1997)

Ph­¬ng ph¸p dùa trªn ph¶n øng t¹o mµu gi÷a protein vµ thuèc thö folin. C­êng ®é mµu cña hçn hîp ph¶n øng ë b­íc sãng 750 nm tû lÖ thuËn víi nång ®é protein trong mét ph¹m vi nhÊt ®Þnh. BiÕt ®­îc mËt ®é quang cña dung dÞch protein nghiªn cøu víi thuèc thö folin, dùa trªn ®­êng chuÈn cña protein tinh khiÕt lµ albumin trøng víi thuèc thö nµy tÝnh ®­îc hµm l­îng protein cña mÉu nghiªn cøu.

2.3.3. Ph­¬ng ph¸p xö lý sè liÖu

C¸c thÝ nghiÖm lÆp l¹i 3 lÇn. Sè liÖu ®­îc xö lý trªn phÇn mÒm Excel vµ Minitab 14.
3. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN

3.1. Tû lÖ khèi l­îng, hµm l­îng chÊt kh«
        tæng sè vµ ho¹t lùc protease tõng
        phÇn cña qu¶ døa

Qu¶ døa ®­îc ph©n chia thµnh c¸c phÇn kh¸c nhau theo h×nh 1. Khèi l­îng, hµm l­îng chÊt kh« tæng sè, ho¹t lùc protease cña c¸c phÇn ®­îc x¸c ®Þnh kÕt qu¶ tr×nh bµy ë b¶ng 1. 


H×nh 1. S¬ ®å chia c¸c phÇn cña qu¶ døa

B¶ng 1. Tû lÖ khèi l­îng, hµm l­îng chÊt kh« tæng sè vµ
ho¹t lùc protease c¸c phÇn qu¶ døa

	Bộ phận
	Tỷ lệ khối lượng
(%)
	Chất khô tổng số
(%)
	Hoạt lực protease
(U/g)

	Chồi ngọn
	2,11
	10,37
	0,6170a

	Vỏ
	51,94
	13,12
	0,4236b

	Lõi quả
	4,16
	11,30
	0,2804c

	Thịt quả
	28,86
	14,70
	0,2238d

	Lá
	12,93
	
	


Ghi chú: Trong cùng một cột, số liệu kèm chữ, những số có chữ khác nhau là khác nhau ở mức ý nghĩa 5%.

B¶ng 2. ¶nh h­ëng cña nång ®é ethanol ®Õn hiÖu suÊt thu håi
vµ ho¹t lùc riªng cña bromelain

	STT
	Nồng độ cồn
(% v/v)
	Hoạt lực
(U/ml)
	Hàm lượng protein (mg/ml)
	Hiệu suất thu hồi (%)
	Hoạt lực riêng.10-3 (U/mg protein)

	1
	0
	0,6085
	2,7891
	100,00
	218,17

	2
	50
	0,1784
	1,8042
	29,32a
	98,89a

	3
	60
	0,3081
	2,4132
	50,63b
	127,68b

	4
	70
	0,4247
	2,2492
	69,80c
	188,84c

	5
	80
	0,4645
	1,9481
	76,33d
	238,42d

	6
	90
	0,3280
	1,6739
	53,89e
	195,96e

	Ghi chú: Trong cùng một cột, số liệu kèm chữ, những số có chữ khác nhau là khác nhau ở mức ý nghĩa 5%.


B¶ng 1 cho thÊy, phÇn thÞt qu¶ dïng trong chÕ biÕn chØ chiÕm 28,86%, cßn l¹i lµ phÕ phô phÈm. Trong c¸c phÕ phô phÈm th× phÇn vá chiÕm khèi l­îng lín nhÊt (51,94%), phÇn l¸ xanh bªn ngoµi chåi còng chiÕm khèi l­îng ®¸ng kÓ (12,93%), tiÕp ®Õn lµ lâi (4,16%) vµ chåi ngän (2,11%). L¸ døa rÊt cøng vµ cã gai, thÝch hîp cho qu¸ tr×nh ñ chua lµm thøc ¨n gia sóc hoÆc lµm ph©n bãn. Vá qu¶, lâi, chåi ngän lµ nh÷ng phô phÈm lín cña c«ng nghiÖp chÕ biÕn døa. So víi l¸, chóng mÒm h¬n vµ cã thÓ ®­îc tËn dông ®Ó t¸ch enzyme bromelain.

Enzyme bromelain cã trong tÊt c¶ c¸c phÇn cña qu¶ døa víi ho¹t lùc kh¸c nhau. Ho¹t lùc protease trong phÇn chåi ngän vµ vá qu¶ lµ cao nhÊt (ho¹t lùc protease ë chåi ngän cao gÊp 2,20 lÇn so víi ho¹t lùc trong lâi qu¶ vµ gÊp 2,76 lÇn so víi thÞt qu¶). NhiÒu nghiªn cøu trong vµ ngoµi n­íc cho kÕt qu¶ t­¬ng tù. Ravindra et al. (2008) khi chiÕt bromelain tõ lâi qu¶, chåi ngän, vá vµ cuèng qu¶ b»ng n­íc vµ ®Öm phosphate còng thu ®­îc ho¹t lùc protease cao nhÊt ë phÇn chåi ngän råi ®Õn vá qu¶. §Æng ThÞ Thu (2004) kh¼ng ®Þnh bromelain thu nhËn chñ yÕu tõ chåi vµ vá døa. §inh ThÞ T×nh (2007) khi kh¶o s¸t ho¹t lùc protease trong c¸c phÇn cña qu¶ døa còng cho kÕt qu¶ t­¬ng tù. Nh­ vËy, phÇn phÕ phô phÈm cã thÓ sö dông ®Ó t¸ch bromelain cho hiÖu qu¶ cao lµ vá qu¶ vµ chåi ngän. Tuy nhiªn, trong hai lo¹i phÕ phô phÈm nµy, vá qu¶ hiÖn ®ang ®­îc tËn dông ®Ó lµm n­íc døa Ðp, n­íc døa c« ®Æc hoÆc r­îu vang. Do ®ã, phÇn phÕ phÈm thÝch hîp nhÊt cho t¸ch chiÕt thu bromelain lµ chåi ngän. Chóng t«i sö dông phÇn chåi ngän døa lµm nguyªn liÖu cho c¸c thÝ nghiÖm tiÕp theo.

3.2. X©y dùng quy tr×nh t¹o chÕ phÈm
        bromelain kü thuËt d¹ng bét tõ chåi
        ngän døa quy m« phßng thÝ nghiÖm

3.2.1. ¶nh h­ëng cña nång ®é ethanol ®Õn
           hiÖu suÊt thu håi vµ ho¹t ®é riªng cña
           bromelain

Ethanol lµ mét trong nh÷ng dung m«i h÷u c¬ th­êng sö dông nhÊt trong viÖc kÕt tña protein vµ thu håi enzyme. Ethanol ë nång ®é cao h¸o n­íc, lµm mÊt líp vá hydrat cña ph©n tö protein – enzyme vµ lµm protein kÕt tña. TiÕn hµnh thu dÞch chåi ngän vµ kÕt tña bromelain b»ng cån. PhÇn kÕt tña ®­îc hßa tan trë l¹i vµo n­íc. Ho¹t lùc protease vµ hµm l­îng protein cña dÞch hßa tan ®­îc x¸c ®Þnh. Dùa trªn ®ã, hiÖu suÊt thu håi vµ ho¹t lùc riªng cña dÞch hßa tan kÕt tña ®­îc tÝnh to¸n (B¶ng 2).

KÕt qu¶ thÝ nghiÖm cho thÊy, khi nång ®é cån t¨ng tõ 50% v/v - 80% v/v, hiÖu suÊt thu håi vµ ho¹t lùc riªng t¨ng. Sau ®ã, khi nång ®é cån t¨ng tõ 80% v/v - 90% v/v, hiÖu suÊt thu håi vµ ho¹t lùc riªng gi¶m. T¹i nång ®é cån 80% v/v hiÖu suÊt thu håi vµ ho¹t lùc riªng ®¹t cao nhÊt 76,33% vµ 0,2384 U/mg protein. 

Khi so s¸nh víi dÞch n­íc døa ban ®Çu, ho¹t ®é riªng cña c¸c kÕt tña t¹i nång ®é cån 50, 60, 70% v/v thÊp h¬n, ®iÒu nµy cho thÊy chØ cã mét phÇn nhá bromelain trong dÞch døa ban ®Çu ®­îc kÕt tña, c¸c protein cßn l¹i trong kÕt tña lµ c¸c protein t¹p. ë phÇn kÕt tña t¹i nång ®é cån 80% v/v, ho¹t lùc riªng cã cao h¬n so víi dÞch enzyme ban ®Çu tuy nhiªn sù chªnh lÖch kh«ng nhiÒu. Nh­ vËy, trong kÕt tña ë nång ®é cån 80% v/v còng cßn mét sè protein t¹p cã trong dÞch chiÕt døa. NÕu ®Ó t¹o mét chÕ phÈm thËt tinh s¹ch ¸p dông trong y häc, d­îc häc hay trong ph©n tÝch thùc phÈm, viÖc ¸p dông mét sè kü thuËt ®Ó n©ng cao ®é tinh s¹ch cña chÕ phÈm nh­ kÕt tña ph©n ®o¹n hay s¾c ký ¸i lùc hay siªu läc lµ cÇn thiÕt. Tuy nhiªn, trong ph¹m vi nghiªn cøu nµy, chóng t«i t¹m dõng ë viÖc thu nhËn chÕ phÈm enzyme kü thuËt ¸p dông trong chÕ biÕn thùc phÈm th× viÖc thu kÕt tña t¹i nång ®é cån 80%v/v lµ thÝch hîp. KÕt tña nµy sau ®ã cã thÓ ®­îc hßa tan t¹o dÞch bromelian ®Æc hay sÊy phun hoÆc ®«ng kh« ®Ó t¹o chÕ phÇm d¹ng bét kh«. 

Trong sè ba c¸ch t¹o chÕ phÈm kÓ trªn th× viÖc ®«ng kh« chÕ phÈm lµ ph­¬ng ¸n tèt nhÊt v× nhiÒu lý do. Hale et al. (2005) nghiªn cøu ®é bÒn cña bromelain tõ døa ®· chØ ra r»ng, chÕ phÈm bromelain ®Æc h¬n cã ho¹t tÝnh bÞ gi¶m chËm h¬n so víi chÕ phÈm lo·ng. C¸c t¸c gi¶ còng gîi ý r»ng chÕ phÈm d¹ng kh« cã ®é bÒn cao h¬n chÕ phÈm d¹ng láng. §Ó t¹o chÕ phÈm kh«, theo Devakate vµ céng sù (2008), viÖc sÊy phun cho hiÖu suÊt thu håi thÊp h¬n so víi ®«ng kh« kÕt tña (73% so víi 96%).

B¶ng 3. Sù biÕn ®æi mét sè chØ tiªu cña chÕ phÈm tr­íc vµ sau ®«ng kh«

	
	Trước kết tủa
	Trước đông khô
	Sau đông khô

	Khối lượng (g)
	100,00
	5,43
	0,54

	Độ ẩm (%)
	10,37
	90,97
	10,00

	Hoạt lực protease (U/g)
	0,617
	8,39
	72,48

	Hiệu suất thu hồi (%)
	
	73,84
	63,43




H×nh 2. Quy tr×nh t¹o chÕ phÈm bromelain kü thuËt tõ chåi ngän døa

3.2.2. Lµm kh« kÕt tña b»ng ®«ng kh«

TiÕn hµnh kÕt tña dÞch Ðp chåi ngän b»ng cån ë nång ®é 80% thÓ tÝch. PhÇn kÕt tña thu ®­îc ®­îc x¸c ®Þnh khèi l­îng, ho¹t lùc vµ ®é Èm, sau ®ã ®em ®«ng kh« ®Õn ®é Èm 10% ®Ó t¹o chÕ phÈm kü thuËt. Thêi gian ®«ng kh« lµ 3 giê. ChÕ phÈm kü thuËt ®­îc x¸c ®Þnh khèi l­îng, ho¹t lùc, hµm l­îng protein. 
Tõ 100 g chåi ngän ban ®Çu sau khi thu dÞch, kÕt tña b»ng cån ë nång ®é 80% v/v vµ ®«ng kh« trong 3 giê thu ®­îc 0,54 g chÕ phÈm kü thuËt cã ®é Èm 10% vµ ho¹t lùc protease 72,48 U/g chÕ phÈm. HiÖu suÊt thu håi cña qu¸ tr×nh lµ 63,43% (B¶ng 3). So víi enzyme thu ®­îc sau khi kÕt tña b»ng cån, ho¹t lùc protease trong chÕ phÈm ®· t¨ng lªn 8,64 lÇn.

3.2.3. Quy tr×nh thu chÕ phÈm bromelain
           tõ chåi ngän døa

Tõ nh÷ng kÕt qu¶ trªn, quy tr×nh t¹o chÕ phÈm bromelain kü thuËt ®­îc ®­a ra ë quy m« phßng thÝ nghiÖm tõ chåi ngän døa (H×nh 2).

Quy tr×nh trªn ®©y cho phÐp t¹o chÕ phÈm bromealin ë d¹ng bét mµu tr¾ng ngµ øng dông ®­îc trong c«ng nghiÖp chÕ biÕn thùc phÈm. Trong chÕ phÈm nµy vÉn cßn nhiÒu t¹p chÊt. §Ó t¹o ®­îc chÕ phÈm cã ®é tinh khiÕt cao h¬n, viÖc lµm s¹ch chÕ phÈm tr­íc ®«ng kh« lµ cÇn thiÕt. Cã thÓ dïng s¾c ký ¸i lùc, ph©n t¾ch láng - láng, kÕt tña ph©n ®o¹n hoÆc siªu läc ®Ó lµm s¹ch. C«ng viÖc nµy sÏ ®­îc thùc hiÖn trong ph¹m vi mét nghiªn cøu kh¸c.

3.3. Mét sè ®Æc tÝnh cña bromelain chåi 
       ngän døa

§Ó viÖc sö dông chÕ phÈm bromelain trong c«ng nghiÖp thùc phÈm ®­îc thuËn tiÖn, viÖc x¸c ®Þnh mét sè ®Æc tÝnh cña enzyem thu ®­îc lµ cÇn thiÕt. C¬ chÊt ®Æc hiÖu, nhiÖt ®é tèi ­u, pH tèi ­u vµ ®é bÒn nhiÖt cña enzyme ®­îc nghiªn cøu.

3.3.1. C¬ chÊt ®Æc hiÖu 

Ho¹t lùc protease cña bromelain chåi ngän ®­îc ®o b»ng ph­¬ng ph¸p Anson c¶i tiÕn víi c¸c c¬ chÊt: casein (2%), dÞch chiÕt nÊm men (2%), dÞch peptone (2%). TiÕn hµnh ph¶n øng trong ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é 30oC vµ pH = 7.  

KÕt qu¶ thÝ nghiÖm cho thÊy enzyme bromelain ®Òu xóc t¸c thuû ph©n c¶ 3 c¬ chÊt thÝ nghiÖm nh­ng møc ®é thñy ph©n kh¸c nhau. Casein bÞ thñy ph©n m¹nh nhÊt sau ®ã ®Õn peptone, thÊp nhÊt lµ cao nÊm men (B¶ng 4). KÕt qu¶ nµy cho thÊy bromelain tõ døa cã thÓ ®­îc sö dông trong viÖc lµm mÒm thÞt; lµm t¨ng gi¸ trÞ cña c¸c lo¹i thÞt cã phÈm cÊp thÊp nh­ c¸c lo¹i thÞt cã nhiÒu g©n; lµm ®ång nhÊt hµm l­îng protein trong c¸c lo¹i thÞt mµ protein ph©n bè kh«ng ®Òu; sö dông trong s¶n xuÊt c¸c lo¹i n­íc chÊm tõ phô phÈm cña chÕ biÕn thÞt. Bromelain thñy ph©n cao nÊm men yÕu, do vËy enzyme nµy Ýt cã kh¶ n¨ng øng dông trong s¶n xuÊt dÞch aminoacid tõ sinh khèi nÊm men nh­ men s÷a trong s¶n xuÊt bia. 

3.3.2. NhiÖt ®é tèi ­u

NhiÖt ®é lµ yÕu tè quan träng ¶nh h­ëng ®Õn ho¹t lùc cña enzyme. Mçi enzyme cã mét kho¶ng nhiÖt ®é ho¹t ®éng x¸c ®Þnh. Kho¶ng nhiÖt ®é nµy cã thÓ cao hay thÊp phô thuéc tõng lo¹i enzyme. Trong kho¶ng giíi h¹n cã mét gi¸ trÞ nhiÖt ®é mµ t¹i ®ã ho¹t ®é cña enzyme lµ cao nhÊt. ViÖc x¸c ®Þnh ®­îc nhiÖt ®é tèi ­u cña enzyme lµ cÇn thiÕt ®Ó thùc hiÖn c¸c ph¶n øng ®¹t hiÖu qu¶ cao nhÊt.

ThÝ nghiÖm x¸c ®Þnh nhiÖt ®é tèi ­u ®­îc tiÕn hµnh trªn c¬ chÊt casein, m«i tr­êng ph¶n øng cã pH = 7 vµ nhiÖt ®é ph¶n øng thay ®æi tõ 45 - 65oC. KÕt qu¶ thÓ hiÖn trong b¶ng 5.

B¶ng 4. ¶nh h­ëng cña c¬ chÊt ®Õn ho¹t lùc protease cña chÕ phÈm

	Cơ chất
	Hoạt lực (U/ml)

	Casein
	0,4848a

	Pepton
	0,2335b

	Cao nấm men
	0,0944c


                  Ghi chú: Số liệu kèm chữ, những số có chữ  khác nhau là khác nhau ở mức ý nghĩa 5%.

B¶ng 5. ¶nh h­ëng cña nhiÖt ®é ®Õn ho¹t lùc cña bromelain

	Nhiệt độ (oC)
	Hoạt lực (U/ml)

	45
	0,5213a

	50
	0,5439b

	55
	0,6070c

	60
	0,4425d

	65
	0,3466e


                Ghi chú: Số liệu kèm chữ, những số có chữ khác nhau là khác nhau ở mức ý nghĩa 5%.                          

[image: image1.emf]0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

0 12 24 36 48 60 72 84

Thời gian (giờ)

Hoạt lực tương đối (%)

30°C

40°C

50°C


H×nh 3. ¶nh h­ëng cña nhiÖt ®é ®Õn ®é bÒn cña bromelain

B¶ng 6. ¶nh h­ëng cña pH ®Õn ho¹t lùc cña bromelain

	pH
	Hoạt lực (U/ml)

	5,5
	0,2252a

	6,0
	0,4216b

	6,5
	0,5219c

	7,0
	0,4741d

	7,5
	0,4350b


                  Ghi chú: Số liệu kèm chữ, những số có chữ  khác nhau là khác nhau ở mức ý nghĩa 5%.

KÕt qu¶ ®· cho thÊy nhiÖt ®é cã ¶nh h­ëng ®Õn ho¹t ®éng cña bromelain. Khi nhiÖt ®é thay ®æi tõ 45 - 55oC, nhiÖt ®é t¨ng th× ho¹t lùc enzyme t¨ng, khi nhiÖt ®é tiÕp tôc t¨ng th× ho¹t lùc enzyme gi¶m. NhiÖt ®é cao ®· lµm biÕn tÝnh ph©n tö protein - enzyme vµ lµm vËn tèc ph¶n øng gi¶m. Enzyme thÓ hiÖn ho¹t lùc lín nhÊt t¹i møc nhiÖt ®é lµ 55oC. VËy nhiÖt ®é tèi thÝch cho ho¹t ®éng cña bromelain tõ chåi ngän døa lµ 550C. 

3.3.3. §é bÒn nhiÖt

Bromelain chåi ngän ®­îc ñ ë c¸c møc nhiªt ®é 30oC, 40oC, 50oC, trong m«i tr­êng n­íc cÊt cã pH = 6,8, thêi gian ñ lµ 72 giê. Trong thêi gian ñ, ho¹t lùc cña bromelain gi¶m theo thêi gian nh­ng møc gi¶m lµ kh¸c nhau tïy thuéc vµo nhiÖt ®é ñ. ë nhiÖt ®é 30oC, ho¹t lùc enzyme gi¶m chËm, sau 72 giê ho¹t lùc vÉn cßn 61,79% so víi ban ®Çu. ë  nhiÖt ®é 40 vµ 50oC, ho¹t lùc gi¶m nhanh, sau 72 giê, ho¹t lùc chØ cßn 1,33% ë 50oC vµ 24,59% ë 40oC (H×nh 3). 

Nh­ vËy, enzyme bromelain lµ enzyme kh«ng chÞu nhiÖt vµ møc ®é gi¶m ho¹t tÝnh phô thuéc nhiÖt ®é tån tr÷.

3.3.4. pH tèi ­u

pH m«i tr­êng ph¶n øng ¶nh h­ëng lín ®Õn ho¹t ®éng xóc t¸c cña enzyme v× nã ¶nh h­ëng ®Õn møc ®é ion hãa c¬ chÊt, møc ®é ion hãa enzyme, do ®ã ¶nh h­ëng ®Õn sù t¹o phøc hîp enzyme – c¬ chÊt. Ngoµi ra, pH cßn ¶nh h­ëng ®Õn ®é bÒn ph©n tö protein - enzyme. §Ó t×m ra pH tèi ­u cho ho¹t ®éng xóc t¸c cña bromelain, chóng t«i tiÕn hµnh ph¶n øng ë pH tõ 5,5 ®Õn 7,5. KÕt qu¶ thÓ hiÖn trong b¶ng 6. 

KÕt qu¶ cho thÊy, pH cã ¶nh h­ëng lín ®Õn ho¹t lùc cña enzyme. Khi pH t¨ng tõ 5,5 ®Õn 6,5, ho¹t lùc protease t¨ng; khi pH t¨ng tõ 6,5 ®Õn 7,5, ho¹t lùc protease gi¶m. Nh­ vËy, pH tèi ­u cho ho¹t ®éng xóc t¸c cña bromelain lµ 6,5.

4. KÕT LUËN 

Enzyme bromelain cã trong tÊt c¶ c¸c phÇn cña qu¶ døa, nh­ng tËp trung nhiÒu nhÊt trong chåi ngän. Cã thÓ t¹o chÕ phÈm bromelain kü thuËt tõ chåi ngän døa ë quy m« phßng thÝ nghiÖm b»ng c¸ch kÕt tña dÞch chåi ngän ë  nång ®é cån 80% v/v sau ®ã ®«ng kh« kÕt tña trong 3 giê. Quy tr×nh trªn cho s¶n phÈm bromelain ë d¹ng bét kh« mµu tr¾ng ngµ, ®é Èm 10% vµ ho¹t lùc lµ 72,48 U/g. HiÖu suÊt thu håi cña qu¸ tr×nh ®¹t 63,43%. Bromelain chåi ngän døa cã nhiÖt ®é tèi ­u lµ 55oC, pH tèi ­u 6,5, kÐm chÞu nhiÖt.
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