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ABSTRACT 

This research aimed to study the effect of some factors such as: (i) 

precipitating agents (acetone, ethanol, ammonium sulfate); (ii) 

ammonium sulfate concentrations (60, 70, 80%) and precipitation 

temperatures (27oC and 4oC and (iii) drying methods (freeze-drying, 

vacuum drying and by H2SO4) on bromelain preparation extracted from 

pineapple peaked-shoots. 

The research results showed that 82,86, 71,19 and 66,19% enzyme 

activity recovery when precipitated by acetone, ethanol and ammonium 

sulfate, respectively. The appropriate concentration of ammonium sulfate 

and temperature for bromelain precipitation were 80% (v/v) and 27 oC, 

respectively. Vacuum drying (at 35oC for 9 hours) was the most effective 

method for obtaining white bromelain powder with the moisture content 

below 8%; 74,74% activity recovery compared with the total activity in 

the crude extract.  

TÓM TẮT 

N   ê   ứu  ày    m mụ         ả   át ả          ủ   á  y u t   

   :     ả          ủ  tá    â  tủ      t   ,  t     ,  mm   um  

sulfate); (ii) ammonium  u f t   60, 70, 80%  và    ệt  ộ   t tủ   

(27 o  và 4 o   và                á   ấy   ô     ô,   â    ô   và      

H2SO4       ả    ẩm   zym     m      t      y từ              m.  

  t  uả     ê   ứu     t ấy    t t      zym     m       ủ            

   m t u         tủ          t          t  uả  82,86%             t 

t      zym  t u           t tủ        t       79,19%  và  mm   um 

 u f t   66,19% . N     ộ  mm   um  u f t  80%  w/v   ã   ò  và 

   ệt  ộ   t tủ  27 o  t               t tủ     m  ai . Sấy   â    ô   

(35o  t     9            ệu  uả t u   ậ   ột    m      t à     ẩm    , 

 ả    ẩm    màu t ắ  ,  ộ ẩm t ấ      8%,   ệu  uất t u        t t    

enzyme 74,74%. 

 

1 GIỚI THIỆU 

Bromelain là tên gọi chung cho nhóm 

enzyme thực vật chứa nhóm sulfhydryl, có khả 

năng phân giải protein và nhiều ứng dụng 

trong y học và thực phẩm. Trong y học, 

bromelain có thể ngăn chặn tăng huyết áp, tình 
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trạng máu vón cục, xơ vữa động mạch, các cơn 

đau tim và đột quỵ, trị viêm họng, giảm các 

triệu chứng dị ứng và can thiệp vào sự tăng 

trưởng của các tế bào ác tính, hữu hiệu trong 

việc chữa lành vết thương, giảm chứng phù và 

chứng viêm khớp và tăng cường hấp thu thuốc 

(Tochi et al., 2008). Trong công nghiệp thực 

phẩm, bromelain được sử dụng như một tác 

nhân làm mềm thịt và làm đông tụ sữa (Rabelo 

et al., 2004). Bromelain được thu nhận chủ yếu 

từ họ Bromeliaceae của cây khóm.  

Bromelain có mặt trong phế phụ phẩm của 

dứa như lõi, chồi, vỏ và lá. Phần phế phụ phẩm 

này chiếm một tỷ lệ lớn của lượng dứa nguyên 

liệu đưa vào chế biến, khoảng 70% (Nguyễn 

Bá Mùi, 2002). Trên thế giới nhiều công trình 

nghiên cứu đã tiến hành chiết tách, tinh sạch 

bromelain từ phế phụ phẩm bằng nhiều cách 

khác nhau như kết tủa bằng amôn sulfat, sắc 

k  trao đổi ion, đông khô, sấy phun (Devakate 

et al., 2009; Evens, 2006); tách bằng dùng 

màng ái lực cố định kim loại (immobilized 

metal affinity membrance) (Huali et al., 2008), 

chiết hai pha lỏng-lỏng (Ravindra et al., 2008), 

nhiều chế phẩm thương mại đã ra đời. Tuy 

nhiên, ở Việt Nam, một đất nước nhiệt đới có 

sản lượng dứa lớn, việc tách bromelain từ phế 

phụ phẩm tạo chế phẩm thương mại ứng dụng 

trong công nghiệp thực phẩm chưa nhiều (Lại 

Thị Ngọc Hà, 2009).   

Khóm Cầu Đúc được xem là mặt hàng đặc 

sản của Tỉnh Hậu Giang. Khóm được ăn tươi 

và chế biến thành nhiều sản phẩm như khóm 

đóng hộp, nước ép khóm, nước khóm cô đặc, 

mứt khóm… Tuy nhiên, phần thịt quả dùng 

trong chế biến chỉ chiếm khoảng 28,86%, còn 

lại là phế phụ phẩm của khóm chứa enzyme 

bromelain với các hoạt lực khác nhau (Lại Thị 

Ngọc Hà, 2009).  

Cùng với sự phát triển của ngành sản  

xuất và chế biến thì lượng phế phụ phẩm từ 

khóm cũng tăng theo. Ở các nông trường trồng 

khóm, cây và lá khóm bị bỏ khô trên đất hoặc 

vùi làm phân bón. Ở các nhà máy chế biến rau 

quả, phần lớn phụ phẩm khóm được đưa ra bãi 

rác, gây ô nhiễm môi trường. Tận dụng tối đa 

nguồn phụ phẩm sẽ là hoạt động góp phần 

giảm thiểu mối nguy ô nhiễm môi trường, 

nâng cao giá trị kinh tế của cây khóm và phục 

vụ hiệu quả cho hoạt động chế biến thực phẩm 

và công nghệ dược phẩm. Do vậy, mục tiêu 

của nghiên cứu là xây dựng quy trình trích ly 

và bảo quản bột enzyme bromelain thô cho quá 

trình sử dụng. Hoạt động này phần nào mang 

lại lợi ích và có giá trị ứng dụng thực tế trong 

thực phẩm, mỹ phẩm, nghiên cứu… và lợi 

nhuận cao cho sản xuất của địa phương.  

2 PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1  Phƣơng tiện nghiên cứu 

Nghiên cứu được thực hiện tại phòng thí 

nghiệm Sinh Hóa Thực phẩm, Viện Nghiên 

cứu và Phát triển Công nghệ Sinh học, Trường 

Đại học Cần Thơ. 

Chồi ngọn trái khóm (Hình 1) được thu 

nhận từ quá trình thu hoạch khóm của xã Hỏa 

Tiến, Thành phố Vị Thanh, tỉnh Hậu Giang. 

 

Hình 1: Nguyên liệu thí nghiệm (chồi ngọn  

trái khóm) 

2.2 Phƣơng pháp nghiên cứu 

2.2.1 Khả   át ả      ng củ   á  tá    â  

k t tủa ethanol, aceton, ammonium 

 u f t    n hiệu suất t      y    m      

từ ch i ng n củ  t á     m 

Chồi khóm được nghiền ép để phá vỡ tế 

bào mô khóm, lọc bỏ bã và thu dịch chiết. 

Dịch chiết được ly tâm lạnh ở 4oC với tốc độ 

5300 g (7000 RPM) trong 15 phút để loại bỏ 

cặn bã và thu dịch ly tâm. Kết tủa dịch trích 

với các tác nhân tủa acetone (tinh khiết), 

ethanol (99,8%), ammonium sulfate (70%), 

được bố trí lần lượt với tỷ lệ 2 aceton : 1 dịch 

trích (Heinicke và Gortner ,1957), 4 ethanol : 1 

dịch trích (Lại Thị Ngọc Hà, 2009), và 
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NH4)2SO4 với nồng độ 70% bão hòa (472 g 

(NH4)2SO4 trong 1 lít dịch trích) (Nguyễn Đình 

Huyên và  tv., 1994). 

Từ 1,5 kg chồi ngọn của trái khóm sau khi 

nghiền ép thu được 750 ml dịch trích, thể tích 

này được chia thành 3 phần bằng nhau. Phần 1 

(250 ml) cho từ từ 118 g muối ammonium 

sulfate (nồng độ 70% bão hòa) vào ở nhiệt độ 

phòng lạnh (27oC) sau đó ly tâm thu tủa, rửa 

tủa bằng acetone lạnh và sấy khô tủa bằng 

H2SO4. Phần 2 (250 ml) được đưa vào làm 

lạnh đến nhiệt độ (0-4oC), sau đó cho 2 thể tích 

acetone (-20oC) vào. Đặt ở nhiệt độ -20oC 

trong 30 phút và ly tâm thu kết tủa và sấy khô 

tủa. Tương tự phần 2, phần 3 (250 ml) sau khi 

được làm lạnh đến nhiệt độ (0-4oC) thêm 4 thể 

tích ethanol (-20oC) vào khuấy đều, để ở nhiệt 

độ -20oC trong 2 giờ. (Theo nhóm tác giả 

Drauz et al. (2011) thì dịch trích và dung môi 

hữu cơ phải được làm lạnh và giữ ở nhiệt độ 

thấp (<0oC) trong suốt quá trình kết tủa). Sau 

khi có tủa xuất hiện, ly tâm thu tủa và  

sấy khô.  

2.2.2 Khả   át ả      ng của n     ộ 

 mm   um  u f t  và    ệt  ộ k t tủa 

  n hiệu suất thu h i ho t t      zym  

bromelain 

Thí nghiệm được bố trí ngẫu nhiên với 2 

nhân tố là nồng độ ammonium sulfate (S ) 60, 

70, và 80% và nhiệt độ kết tủa là 27 và 4oC. 

Sấy khô tủa bằng H2SO4 trong bình hút ẩm  

ở 4oC.  

2.2.3 Khả   át ả      ng củ   á         

  á   ấy   n ho t t     ủa enzyme 

   m      t ô 

Thí nghiệm được bố trí theo thể thức hoàn 

toàn ngẫu nhiên với các phương pháp sấy, bao 

gồm sấy đông khô (-40oC), sấy trong bình hút 

ẩm (5oC) và sấy chân không (35oC). Bột 

bromelain thô được trích ly bằng cách kết tủa 

với ammonium sulfate 80% bão hòa ở 27oC, 

thời gian cho muối vào 45 phút. Ly tâm thu tủa 

và sấy tủa bằng phương pháp sấy được đề cập. 

  á    ỉ t êu t    dõ : Lượng enzyme 

bromelain thô thu được (g) (sử dụng cân điện 

tử độ chính xác 0.0001), hoạt tính của enzyme 

bromelain bằng phương pháp Kunitz (1974) 

cải tiến, xác định hàm lượng protein bằng 

phương pháp Bradford (1976) và tính hiệu suất 

thu hồi hoạt tính enzyme bromelain (%). So 

sánh hiệu quả kinh tế của các tác nhân kết tủa 

và phương pháp sấy. 

 Xử  ý   t quả: Kết quả được xử l  bằng 

chương trình thống kê Stagraphic 4.0.  

3 KẾT QUẢ THẢO LUẬN 

Kết quả thu được từ nghiên cứu sơ bộ ban 

đầu cho thấy ngọn là phần có hoạt lực protease  

cao nhất (khác biệt có   ngh a với vỏ và lõi  

trái khóm), hoạt lực trong chồi ngọn gấp 9,92 

lần trong lõi trái và gấp 4,38 lần trong vỏ  

trái khóm. Kết quả tương tự với nhiều nghiên 

cứu trong và ngoài nước về sự hiện diện  

của protease trong các bộ phận của trái  

khóm (Ravindra et al., 2008; Lại Thị Ngọc Hà, 

2009).  

3.1 Ảnh hƣởng của các tác nhân kết tủa 

đến kết quả thu nhận bromelain thô từ 

chồi ngọn 

Enzyme bromelain thô được trích ly từ 

phần chồi ngọn của trái khóm bằng phương 

pháp kết tủa với tác nhân tủa thích hợp, nhằm 

chọn tác nhân tủa đơn giản, không độc hại và 

chi phí thấp. Các kết quả thu nhận enzyme 

bromelain thô từ các tác nhân kết tủa khác 

nhau được trình bày ở Bảng 1. Hoạt tính 

enzyme thu hồi được sau khi sấy khô của từng 

tác nhân tủa mang lại không giống nhau. 

Kết quả thể hiện cho thấy hiệu suất thu hồi 

hoạt tính enzyme khi tủa bằng acetone đạt cao 

nhất (82,86%) so với ethanol (79,19%) và 

amonium sulfate (66,52%). Theo Devakate et 

al. (2009) thì 80% hoạt tính enzyme và 34% 

protein thu hồi được khi kết tủa phân đoạn 

bromelain trái với phân đoạn 40-60% (w/v) 

ammonium sulfate ở nhiệt độ 4oC. Với phương 

pháp tủa phân đoạn có thể loại bỏ được phần 

protein tạp có trong dung dịch khóm do nồng 

độ ammonium sulfate thấp thì chỉ có một phần 

protein bị kết tủa. Mặt khác, nhiệt độ lạnh 

cũng có thể hạn chế được sự mất hoạt tính của 

bromelain khi kết tủa nên hiệu suất thu hồi 

hoạt tính của quá trình này khá cao.  
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Bảng 1: Ảnh hƣởng của tác nhân tủa đến quá trình trích ly enzyme bromelain 

Tác nhân tủa 
HSTH hoạt tính 

enzyme (%) 

Hoạt tính riêng 

(U/mg) 

Khối lƣợng bột 

enzyme (g) 

Chi phí sản xuất** 

 20000 TU (VNĐ) 

Ammonium sulfate (SA) 66,53±1,48* 11,90±0,70 14,94±0,50 63.559 

Acetone 82,87±1,28 14,15±0,08 13,13±0,15 124.888 

Ethanol 79,60±2,16 13,16±1,04 12,71±0,36 118.893 

G      : *S D   ộ lệch chuẩn) củ    á t ị t u       ; **         ả  xuất  t               t    t á  dự  t ê  t        

    t   t  ị    ệ       t êu t ụ  và               ất 

Hoạt tính riêng của enzyme do tác nhân tủa 

là dung môi hữu cơ (acetone và ethanol) cao 

hơn so với ammonium sulfate. Sự khác biệt 

này có thể do ở nhiệt độ thấp, sự kết hợp giữa 

dung môi hữu cơ và các phân tử nước trong 

enzyme làm tăng lực hút giữa các enzyme, các 

enzyme kết hợp lại với nhau có thể làm ổn 

định cấu trúc của chúng. Theo Heinicke and 

Gortner (1957); Su et al. (1967) nhiều dung 

môi hữu cơ như acetone và ethanol đã được sử 

dụng cho việc kết tủa bromelain. Mặt khác, 

dung môi hữu cơ sau khi kết tủa các protein có 

trong dung dịch, chúng bị đuổi ra khỏi tủa dễ 

dàng khi sấy do nhiệt độ bốc hơi của dung môi 

thấp, với ammonium sulfate chúng vẫn còn lẫn 

trong bột enzyme sau khi sấy và với sự hiện 

diện của ammonium sulfate trong chế phẩm 

gây ảnh hưởng đến khả năng thủy phân casein 

của bromelain. 

Khối lượng bột enzyme bromelain thô thu 

được khi tủa bằng ammonium sulfate cao hơn 

khi tủa bằng acetone và ethanol, mặc dù cả ba 

tác nhân tủa được tiến hành với một lượng 

dịch trích ban đầu như nhau. Điều này là phù 

hợp bởi vì trong bột enzyme còn có sự hiện 

diện của muối ammonium sulfate, tuy nhiên 

hoạt tính riêng của enzyme bromelain thô  

thu được khi tủa bằng ammonium sulfate 

(11,90 U/mg) gần tuơng đương với bột 

enzyme tủa bằng ethanol (13,16 U mg) và 

acetone (14,15 U/mg). Với tác nhân tủa là 

acetone và ethanol khi cho vào dung dịch có 

protein chúng làm giảm hằng số lưỡng điện, 

đồng thời làm tăng lực hấp dẫn giữa các phân 

tử protein có điện tích trái dấu và do đó gây ra 

kết tủa protein. Mặt khác, dung môi hữu cơ 

còn hòa tan nhiều trong nước, tương tác với 

nước, làm giảm lớp nước liên kết với các phân 

tử protein làm các phân tử protein tụ lại với 

nhau và tủa xuống. Tuy vậy, dung môi hữu cơ 

cũng có thể hòa tan các protein trong những 

điều kiện thích hợp nên có thể làm giảm lượng 

tủa thu được cũng như là làm giảm khối lượng 

bột enzyme thô thu được. Trong khi đó muối 

ammonium sulfate ở nồng độ cao gây kết tủa 

protein rất tốt.  

Khi tiến hành tủa bromelain bằng dung môi 

hữu cơ là acetone và ethanol có các bước 

tương tự nhau. Tủa bằng ammonium sulfate dễ 

tiến hành hơn vì thao tác đơn giản và có thể 

thực hiện ngay ở nhiệt độ phòng. Theo Đặng 

Thị Thu (2004) khi sử dụng dung môi hữu cơ 

để kết tủa bromelain thì phải tiến hành nhanh ở 

nhiệt độ lạnh để hạn chế sự mất hoạt tính của 

protein. Heinicker và Gotner (1957) cũng báo 

cáo khi dùng acetone để kết tủa bromelain thân 

và trái thì làm lạnh dịch trích đến nhiệt độ 

khoảng 0-4oC, còn acetone tinh khiết thì được 

giữ lạnh -20oC. Pessoa và Kilikian (2005) cho 

rằng khi thêm ethanol vào dễ dẫn đến sự biến 

tính enzyme bởi sự hình thành “pockets” của 

ethanol trong dung dịch. Đây là một trong 

những yếu điểm mà phương pháp này mang 

lại. Ngoài ra, tủa bằng dung môi hữu cơ thì 

tổng thể tích của dịch trích sau khi cho dung 

môi vào tăng lên rất nhiều so với lượng dịch 

trích ban đầu (tủa bằng acetone thể tích tăng 

lên 3 lần so với lượng dịch trích ban đầu, còn 

với ethanol thể tích tăng lên 5 lần), điều này 

gây khó khăn trong quá trình lấy tủa ra khỏi 

dung dịch đặc biệt là khi cần tiến hành kết tủa 

với quy mô lớn.  

Tính toán chi phí để sản xuất ra cùng một 

lượng đơn vị hoạt tính protease như nhau với 

các tác nhân kết tủa khác nhau cũng được thực 

hiện. Về khía cạnh kinh tế, rõ ràng khi tủa 

bằng dung môi hữu cơ chi phí cao hơn tủa 

bằng ammonium sulfate (tác nhân tủa là 

acetone chi phí cao gấp 1,95 lần so với tủa 

bằng ammonium sulfate, ethanol thì cao gấp 
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1,90 lần). Điều này một lần nữa cho thấy được 

sự bất lợi nữa của phương pháp tủa bằng dung 

môi hữu cơ. Với những kết quả nhận được ở 

trên có thể thấy rằng sử dụng ammonium 

sulfate để kết tủa thu bromelain thô từ phần 

chồi ngọn của trái khóm với quy mô công 

nghiệp có ưu điểm hơn vì phương pháp này 

thực hiện đơn giản, không độc hại và chi phí 

thấp hơn nhiều so với hai tác nhân tủa còn lại.  

3.2 Ảnh hƣởng của nồng độ ammonium 

sulfate và nhiệt độ kết tủa đến hoạt tính 

của enzyme bromelain thô 

 mmonium sulfate (S ) có thể kết tủa 

hoàn toàn các protein hoà tan có trong  

dung dịch. Tuy nhiên, tùy từng loại protein  

mà chúng có thể bị kết tủa ở những nồng  

độ ammonium sulfate khác nhau trong đó  

có bromelain. Hiệu quả của các nồng độ 

ammonium sulfate (từ 60 - 80%) và nhiệt độ  

kết tủa (4oC và 27oC) đến hoạt tính và hàm 

lượng protein của bột enzyme được thể hiện ở 

Hình 2.  

Như đã đề cập, nhiệt độ là yếu tố quan 

trọng ảnh hưởng đến quá trình trích ly 

bromelain, đặc biệt khi sử dụng tác nhân kết 

tủa acetone và ethanol. Tuy nhiên, khi kết tủa 

bromelain bằng ammonium sulfate thì nhiệt độ 

khi kết tủa cũng ảnh hưởng đến khả năng duy 

trì hoạt tính và hàm lượng protein trong dung 

dịch. Kết quả thu nhận được cho thấy khi kết 

tủa dịch chồi ngọn bằng ammonium sulfate ở 

nhiệt độ 4oC thì hoạt tính enzyme và hàm 

lượng protein được duy trì luôn luôn tốt hơn 

nhiệt độ 27oC ở bất kỳ nồng độ muối nào, do ở 

nhiệt độ lạnh (4oC) thì quá trình kết tủa protein 

và khả năng hạn chế sự biến tính diễn ra tốt 

hơn. Theo Nguyễn Đình Huyên và ctv. (1994) 

khi nghiên cứu về ảnh hưởng của nhiệt độ kết 

tủa đến quá trình trích ly bromelain từ trái 

khóm bằng ammonium sulfate cũng đã khẳng 

định rằng hoạt tính của chế phẩm trích ly ở 

nhiệt độ 4oC thường cao hơn ở nhiệt độ 27oC. 

Đồng thời kết quả (Hình 2) cũng chỉ ra rằng 

khi nồng độ muối càng cao thì hiệu suất thu 

hồi hoạt tính và hiệu suất thu hồi hàm lượng 

protein càng cao. Ở nồng độ 80% ammonium 

sulfate cho kết quả thu hồi hoạt tính enzyme và 

hàm lượng protein tốt nhất ở cả hai mức nhiệt 

độ là 4oC và 27oC và kết quả đạt cao nhất tại 

nồng độ 80% muối ở nhiệt độ 4oC. Tuy nhiên, 

qua thực nghiệm cho thấy quá trình kết tủa ở 

nhiệt độ 4
o
C khó thực hiện vì phải thiết kế và 

đầu tư phòng lạnh 4oC và phải có trang thiết  

bị ổn định nhiệt độ môi trường ở 4oC nên rất 

tốn kém.  

 
Hình 2: Hiệu suất thu hồi hoạt tính và hàm 

lƣợng protein khi kết tủa ở những nồng độ 

ammonium sulfate và nhiệt độ khác nhau 

G      : N   ệm thức 1: 60% S  và 27 oC; Nghiệm thức 

2: 70% S  và 27 oC; Nghiệm thứ  3: 80% S  và 27 oC; 

Nghiệm thứ  4: 60% S  và 4 oC; Nghiệm thức 5: 70% SA 

và 4 oC; Nghiệm thứ  6: 80% S  và 4 oC 

Hiệu suất thu hồi hoạt tính enzyme khi tủa 

bằng ammonium sulfate ở nồng độ 80% bão 

hòa và nhiệt độ 27oC cho kết quả không có sự 

khác biệt   ngh a với các mẫu kết tủa ở nhiệt 

độ 4oC ở nồng độ 60 và 70% muối và là giá trị 

tốt nhất khi kết tủa ở nhiệt độ phòng (27oC). 

Tuy nhiên, theo Nguyễn Đình Huyên và  tv. 

(1994), khi kết tủa bromelain trái bằng 

ammonium sulfate ở các nồng độ từ 30 đến 

100% đã kết luận rằng ở nồng độ 70% 

ammonium sulfate cho hiệu suất thu hồi hoạt 

tính cao nhất. Sự khác biệt kết quả này có thể 

do trong chồi ngọn trái khóm có chứa hàm 

lượng protein cao gấp nhiều lần so với các bộ 

phận khác trong trái khóm, vì vậy ở nồng độ 

muối thấp hơn 80% khả năng làm kết tủa toàn 

bộ protein có trong dung dịch chưa diễn ra 

hoàn toàn, ở nồng độ 80% hầu hết các protein 

đều bị kết tủa, trong đó có bromelain.  

Khảo sát hoạt tính riêng của bột enzyme 

thu được khi kết tủa bromelain ở những nồng 
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độ ammonium sulfate và nhiệt độ khác nhau 

kết quả thể hiện ở Hình 3 cho thấy hoạt tính 

riêng của mẫu kết tủa ở nồng độ 60% 

ammonium sulfate cao hơn các mẫu được kết 

tủa với các nồng độ muối còn lại ở cả nhiệt độ 

27 và 4oC. Điều này có thể giải thích do ở 

nồng độ 60% muối thì phần lớn protein có 

trong dung dịch bị kết tủa là bromelain. Khi 

tăng nồng độ muối thì hàm lượng protein tạp 

bị kết tủa sẽ tăng nên làm giảm hoạt tính riêng 

của mẫu. Hoạt tính riêng của mẫu bromelain 

kết tủa ở nhiệt độ 4oC cao hơn các mẫu kết tủa 

ở nhiệt độ 27oC. Nhiệt độ càng cao thì khả 

năng phá vỡ các liên kết trong cấu tử của 

enzyme càng nhiều, sự phá vỡ cấu trúc không 

gian của enzyme càng mạnh và làm tăng  

sự mất hoạt tính của enzyme. Nguyễn Đình 

Huyên và  tv. (1994) cho rằng sự kết tủa 

bromelain bằng ammonium sulfate ở nhiệt độ 

thấp là quá trình hoàn toàn thuận nghịch và có 

thể hạn chế tối đa sự mất hoạt tính của enzyme 

nhưng nhìn chung kết tủa ở nhiệt độ 27oC cũng 

không làm giảm đáng kể hoạt tính của enzyme 

bromelain. 

 
Hình 3: Hoạt tính riêng enzyme khi kết tủa ở 

những nồng độ SA và nhiệt độ khác nhau 

Nghiệm thứ  1: 60% S  và 27 oC ; Nghiệm thức 2: 70% 

S  và 27 oC ; Nghiệm thứ  3: 80% S  và 27 oC ; Nghiệm 

thức 4 : 60% S  và 4 oC ; Nghiệm thức 5 : 70% S  và 4 
oC ; Nghiệm thứ  6: 80% S  và 4 oC 

Khối lượng bột enzyme thu được khi tủa 

với SA ở các nồng độ và nhiệt độ khác nhau 

thể hiện ở Hình 4. 

 
Hình 4: Khối lƣợng bột enzyme thu đƣợc khi  

kết tủa ở các nồng độ chất tủa và nhiệt độ  

khác nhau 

G      : N   ệm thứ  1: 60% S  và 27 oC ; Nghiệm thức 

2: 70% S  và 27 oC ; Nghiệm thứ  3: 80% S  và 27 oC ; 

Nghiệm thứ  4: 60% S  và 4 oC ; Nghiệm thức 5: 70% 

S  và 4 oC ; Nghiệm thứ  6: 80% S  và 4 oC 

Khối lượng của bột enzyme thu được  

càng nhiều khi mẫu được kết tủa với nồng  

độ ammonium sulfate càng cao do muối 

ammonium sulfate ở nồng độ cao tác dụng gây 

kết tủa protein của chúng tăng lên. Theo báo 

cáo của Dixon và Webb (1975) thì trong dịch 

trích thô của enzyme vẫn còn chứa nhiều 

protein khác có trọng lượng phân tử khác 

nhau, những thành phần này có thể được tách 

ra bằng cách kết tủa với ammonium sulfate ở 

những phân đoạn khác nhau. Khối lượng bột 

enzyme thu được khi kết tủa ở nhiệt độ 4oC 

nhiều hơn khi kết tủa ở nhiệt độ 27oC do ở 

nhiệt độ 27oC khả năng bị biến tính của 

enzyme vẫn diễn ra làm ảnh hưởng đến hàm 

lượng protein có trong mẫu.  

3.3 Ảnh hƣởng của phƣơng pháp sấy đến 

hoạt tính bột enzyme bromelain thô 

Nhiệt độ và thời gian sấy là hai yếu tố quan 

trọng ảnh hưởng đến hoạt tính của chế phẩm 

enzyme thô. Sấy ở nhiệt độ cao có thể làm mất 

hoạt tính của enzyme do protein bị biến tính. 

Tuy nhiên, khi sấy ở nhiệt độ thấp thì thời gian 

sấy kéo dài và trong thời gian này với sự hiện 

diện của ẩm độ cao thì sự tự phân của các 

protease sẽ diễn ra làm giảm hoạt tính của 

enzyme. Kết quả cũng cho thấy có sự khác biệt 

  ngh a về hiệu suất thu hồi hoạt tính enzyme 

giữa các mẫu sấy bằng phương pháp khác 
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nhau. Tuy nhiên, sự khác biệt không thể hiện 

rõ giữa mẫu sấy bằng phương pháp chân 

không và phương pháp sử dụng H2SO4  

(Bảng 2). 

Bảng 2: Ảnh hƣởng của phƣơng pháp sấy đến chất lƣợng, khối lƣợng và thời gian sấy bột enzyme 

bromelain thô 

Phƣơng pháp sấy 
Hiệu suất thu hồi hoạt 

tính enzyme (%) 

Hoạt tính riêng của 

enzyme (U/mg) 

Khối lƣợng bột 

enzyme (g) 

Độ ẩm 

(%) 

Thời gian sấy 

(giờ) 

Chân không 74,74±1,30* 10,07±0,29 12,23±0,23 7,91±0,14 9 

Sấy bằng H2SO4 76,32±1,89 9,88±0,17 11,41±0,33 6,80±0,39 17 

Đông khô 85,73±2,26 11,96±0,86 11,01±0,33 4,87±0,62 15 

G      : *S D   ộ lệch chuẩn) củ    á t ị t u        

Phương pháp sấy đông khô trong 15 giờ 

hoạt tính enzyme duy trì được 85,73% so với 

ban đầu và hoạt tính riêng của bột enzyme  

đạt 11,96 (U/mg). Sấy chân không ở 35oC 

trong 9 giờ thu được 74,74% hoạt tính so  

với ban đầu và hoạt tính riêng của bột đạt 

10,07 (U/mg). Với phương pháp làm khô (sấy) 

bột enzyme bằng H2SO4 ở nhiệt độ 4-5oC trong 

17 giờ thì 76,32% hoạt tính được thu hồi và 

hoạt tính riêng của enzyme đạt 9,88 (U/mg). 

Như vậy, hoạt tính của bromelain ổn định hơn 

khi sấy đông khô do sấy đông khô nhiệt độ của 

quá trình sấy thấp (-40 
o
C) nên protein duy trì 

được cấu trúc và hình thái trong suốt quá  

trình tách nước. Theo Trần Văn Phú (2001), 

sấy đông khô giữ lại chất lượng sản phẩm tốt 

hơn do đông khô làm mất hơi nước của sản 

phẩm bằng cách chuyển ẩm trực tiếp từ trạng 

thái rắn sang trạng thái hơi mà không qua trạng 

thái lỏng ở điều kiện áp suất thấp. Devakate et 

al. (2009) so sánh hiệu quả của sấy phun và 

sấy đông khô bromelain sau khi tinh sạch kết 

quả đã thu được 95% hoạt tính được giữ lại  

sau quá trình sấy đông khô và 78,2% đối với 

sấy phun.  

Sấy chân không cũng là một phương pháp 

để làm khô tủa bromelain đến độ ẩm có thể 

bảo quản trong thời gian dài (7,9% căn bản 

ướt). So với sấy đông khô thì sấy chân không 

được tiến hành ở nhiệt độ cao hơn nhiều  

(35
o
C) nên hoạt tính của bromelain sau khi sấy 

thấp hơn nhưng so với phương pháp sấy bằng 

H2SO4 ở nhiệt độ 4oC thì kết quả khác biệt 

không   ngh a ở mức độ thống kê 5%. Điều 

này do bromelain là enzyme bền nhiệt (nhiệt 

độ tối thích 55oC) nên ở nhiệt độ khoảng 35oC 

vẫn giữ được hoạt tính tương đối tốt như ở 

nhiệt độ lạnh (4oC). 

Khối lượng bột enzyme thu được sau quá 

trình sấy đông khô ít hơn khi sấy chân không 

và sấy bằng H2SO4. Sau khi sấy đông khô bột 

enzyme có độ ẩm 4,87% căn bản ướt thấp hơn 

rất nhiều so với sấy chân không sản phẩm có 

độ ẩm 7,9%, sấy bằng H2SO4 độ ẩm của sản 

phẩm cuối đạt 6,80%. Sự khác biệt về độ ẩm 

đã gây ra sự khác biệt về khối lượng và ảnh 

hưởng đến sự ổn định của chế phẩm bromelain 

trong thời gian bảo quản. Để thực hiện quá 

trình sấy bột enzyme đến độ ẩm bảo quản an 

toàn (<8%), phương pháp sấy chân không 

chiếm thời gian ngắn nhất khoảng 9 giờ, trong 

khi sấy bằng H2SO4 phải mất 17 giờ và phải 

thay acid thường xuyên, còn khi sấy đông khô 

thì ngoài thời gian sấy tương đối dài (15 giờ) 

phương pháp này còn đòi hỏi mẫu trước khi 

đưa vào sấy phải được làm lạnh đông đến  

-20oC và thiết bị sấy đông khô quá trình vận 

hành phức tạp, đắt tiền nên trong thực tế chưa 

được sử dụng rộng rãi. Khảo sát hoạt tính thủy 

giải của bột enzyme thành phẩm và bột 

enzyme thương mại của Merck (Bảng 3) cho 

thấy hoạt tính tổng trong 1 g bột enzyme thành 

phẩm thấp hơn bột enzyme thương mại 

(Merck) nhưng hoạt tính riêng của enzyme 

thành phẩm cao hơn enzyme thương mại. Như 

vậy, nếu sử dụng enzyme thành phẩm để thủy 

phân protein thì hiệu quả thủy giải sẽ cao hơn 

enzyme thương mại (Merck). 
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Bảng 3: So sánh bột enzyme bromelain thành phẩm và bột enzyme thƣơng mại 

Loại bromelain 
Hoạt tính trong 1 g 

enzyme (TU/g) 

Hoạt tính riêng 

(TU/mg protein) 

Bromelain thành phẩm 1705a 15,48a 

Bromelain thương mại (Merck) 1950b 10,55b 

G      : S    ệu  à t u         ủ  3            .            1  ột những s       ữ          u  à   ô     á    ệt   mức 

ý    ĩ  5%    ≤ 0.05  

4 KẾT LUẬN 

Bromelain có hiện diện trong tất cả các 

phần phụ phế phẩm của khóm Cầu Đúc và  

có mặt nhiều nhất trong phần chồi ngọn của 

trái khóm. 

Kết tủa bromelain chồi ngọn bằng acetone 

cho kết quả 82,86% hoạt tính enzyme được thu 

hồi. Kết tủa bằng ethanol 79,19% hoạt tính 

được duy trì so với ban đầu. Kết tủa bằng 

ammonium sulfate hiệu suất thu hồi hoạt tính 

enzyme đạt 66,19%. 

Nồng độ ammonium sulfate và nhiệt độ kết 

tủa dịch chồi ngọn thích hợp là 80% (w v) bão 

hòa và 27oC. 

Thời gian cho ammonium sulfate vào dịch 

trích là 45 phút cho kết quả duy trì hoạt tính và 

hoạt tính riêng cao nhất. 

Sấy chân không ở 35oC trong 9 giờ thu 

được bột bromelain thành phẩm có màu trắng, 

độ ẩm < 8%, hiệu suất thu hồi hoạt tính 

enzyme đạt 74,74%. 
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