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Amylaza lµ mét trong nh÷ng enzym quan 
träng nhÊt trong ngµnh c«ng nghÖ sinh häc hiÖn 
nay. C¸c enzym sö dông trong c«ng nghiÖp thùc 
phÈm, bét giÆt, dÖt, giÊy nh− amylaza, proteaza, 
lipaza, xenlulaza chiÕm 70% tæng khèi l−îng 
enzym sö dông [3]. Ngoµi ra, viÖc øng dông cña 
amylaza ®ang më réng ra nhiÒu lÜnh vùc kh¸c 
nh− trong kü thuËt ph©n tÝch, y tÕ, l©m sµng häc, 
... PhÇn lín α-amylaza vi khuÈn cã nguån gèc tõ 
Bacillus, cßn chñng sö dông trong s¶n xuÊt 
glucoamylaza (GA) lµ c¸c lo¹i nÊm sîi 
Aspergillus [2, 8]. 

Sau ®©y lµ kÕt qu¶ nghiªn cøu vÒ c¸c tÝnh 
chÊt nh− khèi l−îng ph©n tö, nhiÖt ®é, pH tèi 
−u, ¶nh h−ëng cña Ca2+, s¶n phÈm chÝnh cña qu¸ 
tr×nh thñy ph©n, kh¶ n¨ng thñy ph©n c¸c d¹ng 
nguyªn liÖu nh− amyloza, amylopectin, tinh bét 
s¾n ®\ hå hãa còng nh− tinh bét s¾n d¹ng h¹t 
sèng cña mét sè amylaza quan träng tõ c¸c 
chñng c«ng nghiÖp cña ViÖn Sinh häc nhiÖt ®íi 
nh− vi khuÈn Bacillus subtilis, nÊm mèc 
Aspergillus oryzae vµ A. kawasaki. 

I. Ph−¬ng Ph¸p nghiªn cøu 

1. Nguyªn liÖu 

Tinh bét s¾n cña h\ng Vedan ®−îc sö dông 
lµm nguyªn liÖu nghiªn cøu. 

α-amylaza tõ B. subtilis cña ViÖn Sinh häc 
nhiÖt ®íi [11], tinh s¹ch tõ enzym th« b»ng c¸ch 
tña b»ng polyetylenglycol hoÆc cån etylic. 

Amylaza tõ m«i tr−êng bÒ mÆt g¹o løc cña 
nÊm mèc A. oryzae vµ A. kawasaki (chñng 
th−¬ng m¹i cña NhËt B¶n). Qu¸ tr×nh thu 
amylaza ®−îc thùc hiÖn theo c¸c b−íc sau: trÝch 

ly enzym b»ng dung dÞch ®Öm, tña enzym b»ng 
cån ªtylic 96o vµ sau ®ã tinh s¹ch tiÕp b»ng s¾c 
ký läc gel sephadex. Enzym s¹ch ®−îc sÊy ®«ng 
kh«. 

C¸c chÕ phÈm glucoamylaza GMA 200L vµ 
termamyl 120L (Novo, §an M¹ch). 

2. Ph−¬ng ph¸p 

Ho¹t tÝnh enzym: ho¹t tÝnh α−amylaza ®−îc 
x¸c ®Þnh theo ph−¬ng ph¸p Smith vµ Rose [10]. 
Ho¹t tÝnh GA ®−îc tÝnh dùa trªn l−îng glucoza 
t¹o ra khi thñy ph©n tinh bét b»ng enzym. Hµm 
l−îng glucoza ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch ®o mËt 
®é quang cña dung dÞch khi cã mÆt thuèc thö 
dinitro axit salicilic t¹i b−íc sãng 520 nm [7]. 

Hµm l−îng protªin tan ®−îc tÝnh theo 
ph−¬ng ph¸p Bradford [4]. 

TÝnh chÊt hãa lý cña enzym: pH opt. ®−îc 
x¸c ®Þnh b»ng c¸ch ®o ho¹t tÝnh cña α-amylaza 
trong ®Öm phètph¸t 0,1 M vµ GA trong ®Öm 
axªtat 0,15M t¹i c¸c gi¸ trÞ pH tõ 3,0 ®Õn 9,0. 
NhiÖt ®é tèi −u ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch ®o ho¹t 
tÝnh enzym ë nh÷ng nhiÖt ®é kh¸c nhau t¹i pH 
6,5 ®èi víi α-amylaza vµ pH = 4,5 ®èi víi GA. 

¶nh h−ëng cña Ca2+: ho¹t tÝnh amylaza ®−îc 
x¸c ®Þnh t¹i pH vµ nhiÖt ®é thÝch hîp khi cã vµ 
kh«ng cã Ca2+ víi nång ®é 100-300 mg/l. 

§é tinh s¹ch vµ ph©n tö l−îng cña enzym 
®−îc nghiªn cøu b»ng ®iÖn di trªn gel SDS 
polyacrylamit theo ph−¬ng ph¸p cña Laemmli 
[4]. 

X¸c ®Þnh c¸c s¶n phÈm sau thñy ph©n: thµnh 
phÇn c¸c oligosaccharit ®−îc ®Þnh tÝnh b»ng 
ph©n tÝch khèi phæ. Dung dÞch tinh bét sau khi 
thñy ph©n ®−îc pha lo\ng tíi nång ®é vµi 
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µg/ml, sau ®ã ®−îc ph©n tÝch trªn m¸y MS 1100 
cña h\ng AGILENT, Mü. C¸c ph©n tÝch khèi 
phæ ®−îc thùc hiÖn t¹i phßng thÝ nghiÖm thuéc 
ViÖn C«ng nghÖ hãa häc. 

Nghiªn cøu kh¶ n¨ng thñy ph©n mét sè d¹ng 
c¬ chÊt: tinh bét s¾n ®\ hå hãa, tinh bét s¾n 
d¹ng h¹t sèng, amyloza vµ amylopectin t¸ch tõ 
tinh bét s¾n theo ph−¬ng ph¸p cña Balagopalan 
[1], ®−îc chuÈn bÞ víi nång ®é 1%, thªm enzym 
víi hµm l−îng 15 ®v/1g c¬ chÊt (α-amylaza), 20 
®v/1g c¬ chÊt (GA) vµ sau ®ã thñy ph©n ë c¸c 
®iÒu kiÖn thÝch hîp.  

II. KÕt Qu¶ Vµ th¶o LuËn 

1. Mét sè tÝnh chÊt c¬ b¶n cña amylaza 

Mét sè tÝnh chÊt c¬ b¶n cña amylaza gåm 
ho¹t tÝnh ®Æc hiÖu, t0, pH tèi −u, ¶nh h−ëng cña 
ion Ca2+ lªn ho¹t tÝnh enzym ®−îc nghiªn cøu. 
KÕt qu¶ ®−îc ghi ë b¶ng 1. C¸c amylaza tõ vi 
khuÈn ho¹t ®éng trong vïng pH trung tÝnh trong 
khi amylaza tõ nÊm mèc cã ho¹t tÝnh cao t¹i 
vïng pH axit. Amylaza vi khuÈn cã kh¶ n¨ng 
chÞu nhiÖt cao, termamyl 120L cã thÓ chÞu ®−îc 
nhiÖt ®é tíi 100oC. Theo Marchal (1999)[6], 
t¨ng hµm l−îng Ca2+ lµm dÞch chuyÓn nhiÖt ®é 
ho¹t ®éng tèi −u cña enzym vÒ vïng thÊp h¬n. 
Kh¶ n¨ng bÒn nhiÖt cña α-amylaza tõ B. subtilis 
yÕu h¬n so víi termamyl, ho¹t tÝnh enzym Ýt phô 
thuéc Ca2+. C¸c amylaza tõ nÊm mèc ho¹t ®éng 
tèt trong kho¶ng 50o-55oC, riªng GA tõ A. niger 
cña h\ng Novo cã nhiÖt ®é tèi −u 60o-65oC. α-
amylaza tõ A. oryzae cã kh¶ n¨ng ho¹t ®éng tèt 
h¬n khi cã mÆt Ca2+, ®èi víi GA ¶nh h−ëng cña 
Ca2+ kh«ng râ rÖt. C¸c amylaza tõ vi khuÈn B. 
sutilis vµ tõ nÊm mèc A. oryzae, A. kawasaki 
(ViÖn SHN§) ®Òu cã ho¹t tÝnh ®Æc hiÖu cao h¬n 
so víi enzym ®èi chøng termamyl 120L vµ GA 
cña h\ng Novo. 

S¾c ký khèi phæ MS cã thÓ ®−îc sö dông ®Ó 
x¸c ®Þnh chÝnh x¸c ph©n tö l−îng cña enzym. 
Trong ®iÒu kiÖn nghiªn cøu ë n−íc ta, trªn c¬ së 
so s¸nh víi c¸c tµi liÖu vµ c«ng bè vÒ tÝnh chÊt 
cña c¸c amylaza [8], sè isoform vµ ph©n tö 
l−îng cña c¸c enzym ®−îc nghiªn cøu b»ng ®iÖn 
di. C¸c enzym sau khi tinh s¹ch ®−îc cho ch¹y 
trªn SDS polyacrylamit gel. Thang chuÈn ®−îc 
sö dông gåm bovin serum albumin (66 kDa), 
ovalbumin tõ lßng tr¾ng trøng (45 kDa), 

trypsinogen (24 kDa). KÕt qu¶ cho thÊy α-
amylaza tõ B. subtilis (enzym cña ViÖn SHN§) 
vµ α-amylaza tõ B. licheniformis (termamyl 
120L) cã 1 isoform, khèi l−îng ph©n tö t−¬ng 
®−¬ng nhau vµ n»m trong kho¶ng 57-58 kDa. A. 
oryzae cã thÓ t¹o ra nhiÒu amylaza trong nh÷ng 
®iÒu kiÖn c¶m øng kh¸c nhau [8, 9]. Khi ®−îc 
nu«i trªn m«i tr−êng g¹o løc ë ®iÒu kiÖn tèi −u 
[12], enzym t¹o ra lµ α-amylaza taka-amylaza 
cã 1 isoform víi ph©n tö l−îng 52-53 kDa [9]. 
GA cña h\ng Novo (tõ A. niger) cã 2 isoform 
víi khèi l−îng t−¬ng øng 74 vµ 96 kDa. A. 
awamori var. kawachi, tªn th−¬ng m¹i lµ A. 
kawasaki lµ enzym ®−îc sö dông ®Ó s¶n xuÊt 
r−îu sakª. Enzym nµy cã 3 isoform víi ph©n tö 
l−îng tõ 57-90 kDa. 

 
   1   2    3    4  5 

H×nh 1. KÕt qu¶ ®iÖn di mét sè amylaza vi 
khuÈn 

1: Bovin albumin (66 kDa) 
2, 3: α-amylaza tõ B. subtilis tña b»ng cån vµ 
b»ng PEG. 
4: α-amylaza A cña h\ng “Amano” Conc., 
NhËt B¶b. 
5: Termamyl 120L. 

2. S¶n phÈm chÝnh cña qu¸ tr×nh thñy ph©n 

Trong nghiªn cøu c¬ b¶n vµ trong s¶n xuÊt 
c«ng nghiÖp c¸c s¶n phÈm thñy ph©n tõ tinh bét, 
thµnh phÇn vµ nång ®é s¶n phÈm t¹o ra bëi t¸c 
®éng cña amylaza lµ hÕt søc quan träng. C¸c 
®−êng ®¬n, ®−êng oligo, dextrin ®−îc x¸c ®Þnh 
b»ng s¾c ký láng cao ¸p, s¾c ký läc gel vµ ph©n 
tÝch khèi phæ MS [8]. Ph©n tÝch MS dùa trªn 
khèi l−îng cña c¸c ®−êng oligosaccharit, 
dextrin, cã thÓ ®Þnh tÝnh c¸c s¶n phÈm chÝnh t¹o 
ra. Sö dông kÕt hîp MS vµ s¾c ký láng cao ¸p, 
cã thÓ ®Þnh l−îng chÝnh x¸c nång ®é c¸c chÊt 
nµy. S¶n phÈm chÝnh t¹o ra trong qu¸ tr×nh thñy 
ph©n tinh bét s¾n b»ng amylaza tõ nÊm mèc vµ 
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vi khuÈn ®−îc kh¶o s¸t trªn thiÕt bÞ MS 1100 AGILENT cña Mü. 
 

B¶ng 1 

Mét sè tÝnh chÊt cña c¸c amylaza 

 

Nguån enzym 

 

Isoform 

Ph©n tö 
l−îng  
(kDa) 

pH tèi 
−u 

NhiÖt ®é 
tèi −u 
(oC) 

Phô 
thuéc 
Ca2+ 

Ho¹t tÝnh 
(®v/ml) 

Ho¹t tÝnh 
®Æc hiÖu 
(®v/mgP) 

Termamyl (B.licheniformis) 1 57-58 6,5-7,0 95 ++ 3177,9 276,34 

α-amylaza tõ B. subtilis 1 57-58 6,8-7,0 80 - 1427,5 1331,6 

α-amylaza tõ A. oryzae 1 52-53 4-5 50 +   512,0   800,0 

GA Novo tõ A. niger  2 74-96 4,2-4,5 60-65 - 2400,0   412,4 

GA tõ A. kawasaki 3 57-90 3,8-4,5 55 -   130,0 1041,6 

B¶ng 2 

S¶n phÈm chÝnh khi thñy ph©n tinh bét s¾n b»ng c¸c lo¹i amylaza kh¸c nhau 

Nguån enzym S¶n phÈm thñy ph©n chÝnh 

Termamyl (B. licheniformis) DP5, glucoza, DP9 

α-amylaza (B. subtilis) DP6, mét l−îng Ýt maltoza, DP3, DP9 

α-amylaza tõ A. oryzae Maltoza, DP6 

GA Novo tõ A. niger Glucoza 

GA tõ A. kawasaki Glucoza 

DP3: maltotrioza, DP5: maltopentaoza, DP6: maltohexaoza, DP9: dextrin chøa 9 gèc ®−êng glucoza. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

S¾c ký ®å. KÕt qu¶ ph©n tÝch khèi phæ cña s¶n phÈm sau khi thñy ph©n tinh bét s¾n 
b»ng α-amylaza tõ B. subtilis  

 

2 0 0 .9

3 3 9 . 1
5 0 1 .1

6 4 7 . 3

7 3 6 . 2
8 0 5 .8

8 9 5 . 2

9 8 0 . 3

1 3 0 5 . 8 1 4 8 0 . 1
1 5 8 0 .7

1 8 0 6 .3

- M S , 0 .2 m i n  (# 1 1 )

0

2 0 0 0

4 0 0 0

6 0 0 0

8 0 0 0

I n t e n s.

2 0 0 4 0 0 6 0 0 8 0 0 1 0 0 0 1 2 0 0 1 4 0 0 1 6 0 0 1 8 0 0 2 0 0 0 m /z
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KÕt qu¶, khi thñy ph©n b»ng amylaza tõ A. 
kawasaki vµ glucoamylaza cña h\ng Novo, 
glucoza lµ s¶n phÈm chÝnh cña qu¸ tr×nh thñy 
ph©n. Maltoza vµ mét sè dextrin lµ s¶n phÈm t¹o 
ra khi thñy ph©n b»ng amylaza cña A. oryzae. 
S¶n phÈm chÝnh khi thñy ph©n b»ng termamyl 
120L lµ maltopentaoza DP5, DP1, DP3 vµ mét 
sè dextrin nh− DP9. α-amylaza cña B. subtilis 
thñy ph©n tinh bét cho s¶n phÈm chÝnh lµ 
maltohexaoza DP6, mét l−îng kh«ng ®¸ng kÓ 
c¸c ®−êng maltoza DP2, maltotrioza DP3 vµ 
DP9 (h×nh 1). TÝnh chÊt nµy gióp t¹o ra c¸c s¶n 
phÈm Ýt ngät, s¶n phÈm cã DE nhá nh−ng l−îng 
dextrin m¹ch lín thÊp, dÉn ®Õn ®é nhít thÊp, dÔ 
läc, dung dÞch trong. Enzym nµy cã thÓ ®−îc sö 
dông trong s¶n xuÊt maltodextrin DE 

thÊp. 

Sö dông c¸c amylaza cã kh¶ n¨ng t¹o mét sè 
oligosaccharit nhÊt ®Þnh, cã thÓ gióp t¨ng chÊt 
l−îng c¸c s¶n phÈm maltodextrin DE thÊp hay 
t¹o ra c¸c oligosaccharit dïng trong thùc phÈm, 
y häc hay c«ng nghiÖp d−îc. 

3. Kh¶ n¨ng thñy ph©n c¸c d¹ng c¬ chÊt kh¸c 
nhau    

Kh¶ n¨ng thñy ph©n tinh bét cña amylaza 
phô thuéc rÊt nhiÒu vµo chiÒu dµi vµ ®é ph©n 
nh¸nh cña ph©n tö c¬ chÊt, thµnh phÇn amyloza, 
amylopectin, tÝnh chÊt còng nh− cÊu tróc cña h¹t 
tinh bét [5]. KÕt qu¶ qu¸ tr×nh thñy ph©n c¸c 
d¹ng c¬ chÊt kh¸c nhau sau 3 giê ë c¸c ®iÒu 
kiÖn tèi −u thÓ hiÖn ë b¶ng 3. 

B¶ng 3 

KÕt qu¶ thñy ph©n c¸c d¹ng tinh bét s¾n b»ng amylaza 

L−îng ®−êng khö t¹o ra (% so víi l−îng c¬ chÊt ban ®Çu) 
C¬ chÊt Termamyl 

120L 
α-amylaza 
(B. subtilis) 

α-amylaza 
(A. oryzae) 

GA Novo 
GA tõ          

A.  kawasaki 

Tinh bét s¾n ®\ hå hãa 2,66 1,90 44,60 30,50 21,90 

H¹t tinh bét s¾n sèng 0,31 0,57 3,88 0,23 3,21 

Amyloza  0,49 0,31 44,40 25,00 10,90 

Amylopectin     5,31 4,85 44,00 21,70 11,70 

 
§\ cã nhiÒu c«ng bè ®Ò cËp tíi kh¶ n¨ng 

thñy ph©n kÐm c¸c liªn kÕt nh¸nh trong ph©n tö 
tinh bét cña GA, còng nh− viÖc sö dông kÕt hîp 
GA vµ c¸c enzym nh− pullulanaza hay 
isoamylaza ®Ó t¨ng hiÖu suÊt cña qu¸ tr×nh [8]. 
Trong thÝ nghiÖm nµy, GA tõ A. niger (h\ng 
Novo) cã kh¶ n¨ng thñy ph©n amyloza m¹nh 
h¬n mét chót so víi amylopectin, cßn GA tõ A. 
kawasaki thñy ph©n 2 c¬ chÊt trªn víi tèc ®é 
ban ®Çu gÇn nh− nhau. L−îng ®−êng khö thu 
®−îc khi thñy ph©n tinh bét s¾n cao nhÊt so víi 
c¸c c¬ chÊt kh¸c. D−êng nh− viÖc t¸ch riªng hai 
thµnh phÇn amyloza vµ amylopectin ¶nh h−ëng 
kh«ng tèt lªn kh¶ n¨ng thñy ph©n cña GA. So 
víi tinh bét s¾n ®\ hå hãa, kh¶ n¨ng thñy ph©n 
tinh bét s¾n d¹ng h¹t sèng cña enzym tõ A. 
kawasaki thÊp h¬n 7 lÇn cßn glucoamylaza tõ A. 
niger gÇn nh− kh«ng cã kh¶ n¨ng thñy ph©n 
d¹ng c¬ chÊt nµy.  

Do c¬ chÕ t¸c ®éng kh¸c nhau mµ c¸c α-
amylaza bÞ chi phèi nhiÒu h¬n bëi thµnh phÇn vµ 

tÝnh chÊt cña ph©n tö c¬ chÊt. KÕt qu¶ cho thÊy, 
®èi víi α-amylase, kh¶ n¨ng thñy ph©n 
amylopectin lµ cao nhÊt vµ kh¶ n¨ng thñy ph©n 
h¹t tinh bét sèng lµ thÊp nhÊt. So víi amyloza, 
α-amylaza vi khuÈn tÊn c«ng amylopectin víi 
tèc ®é nhanh gÊp 10 lÇn (termamyl 120L) vµ 15 
lÇn (enzym cña ViÖn SHN§). Tèc ®é thñy ph©n 
amyloza rÊt thÊp, t−¬ng ®−¬ng víi tèc ®é thñy 
ph©n tinh bét sèng d¹ng h¹t. Kh¶ n¨ng thñy 
ph©n tinh bét phô thuéc vµo tû lÖ amyloza, 
amylopectin trong thµnh phÇn. Do hµm l−îng 
amylopectin cao (85%) nªn tinh bét s¾n lµ mét 
trong nh÷ng lo¹i tinh bét dÔ bÞ amylaza tÊn 
c«ng, hµm l−îng ®−êng khö t¹o ra b»ng mét 1/2 
l−îng ®−êng khö thu ®−îc khi c¬ chÊt chØ chøa 
amylopectin. Cã thÓ thÊy c¬ chÊt m¹ch th¼ng cã 
¸i lùc kÐm ®èi víi α-amylaza vi khuÈn. Tuy 
nhiªn ®èi víi α-amylaza tõ nÊm mèc A. oryzae, 
®é ph©n nh¸nh cña c¬ chÊt l¹i kh«ng cã ¶nh 
h−ëng g×. Hµm l−îng ®−êng khö t¹o ra ë c¶ 3 
tr−êng hîp c¬ chÊt tinh bét s¾n ®\ hå hãa, 
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amyloza vµ amylopectin ®Òu nh− nhau vµ ®¹t 
møc 4,0mg/ml, cao h¬n nhiÒu so víi l−îng t¹o 
ra bëi α-amylaza vi khuÈn. α-amylaza tõ nÊm 
mèc lµ enzym ®−êng hãa víi s¶n phÈm chÝnh 
cña qu¸ tr×nh thñy ph©n lµ maltoza nªn l−îng 
®−êng khö t¹o ra kh«ng hoµn toµn ph¶n ¸nh kh¶ 
n¨ng thñy ph©n nÕu so s¸nh víi c¸c enzym tõ vi 
khuÈn. KÕt qu¶ trªn còng cho thÊy 2 lo¹i α-
amylaza nµy cã c¬ chÕ tÊn c«ng ph©n tö c¬ chÊt 
kh¸c nhau. Termamyl thñy ph©n yÕu tinh bét 
s¾n d¹ng h¹t sèng, kh¶ n¨ng thñy ph©n d¹ng c¬ 
chÊt nµy cao h¬n ®èi víi enzym tõ B. subtilis. 

III. KÕt LuËn 

1. S¶n phÈm chÝnh khi thñy ph©n tinh bét 
b»ng termamyl 120L vµ α-amylaza cña B. 
subtilis t−¬ng øng lµ maltopentaoza DP5 vµ 
maltohexaoza DP6. 

2. α-amylaza vi khuÈn thñy ph©n amylo-
pectin tèt nhÊt, cßn víi h¹t tinh bét sèng th× kÐm 
nhÊt. Tèc ®é thñy ph©n amyloza rÊt thÊp. §èi 
víi α-amylaza tõ nÊm mèc A. oryzae, ®é ph©n 
nh¸nh cña c¬ chÊt kh«ng cã ¶nh h−ëng râ rÖt. 
Kh¶ n¨ng thñy ph©n tinh bét phô thuéc vµo tû lÖ 
amyloza, amylopectin trong thµnh phÇn. 

3. Glucoamylaza thñy ph©n kÐm liªn kÕt 
nh¸nh, kh¶ n¨ng thñy ph©n amyloza m¹nh h¬n 
mét chót so víi amylopectin. Enzym tõ A. 
kawasaki thñy ph©n t−¬ng ®èi tèt tinh bét s¾n 
d¹ng h¹t sèng cßn glucoamylaza cña h\ng Novo 
kh«ng t¸c ®éng lªn d¹ng c¬ chÊt nµy. 
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Properties and hydrolysis action on cassava starch of some 
microbial amylases 

Hoang kim anh, ngo ke suong, nguyen xich lien 

Summary 

Amylase is one of the most important industrial enzymes in Biotechnology. This study deals with the 
investigation of some main properties of amylases from Bacillus and Aspergillus (Institute of Tropical 
biology), such as the MW, the temperature, the pH opt, the Ca2+ effect, the hydrolysis action towards different 
substrates, as well as the profile of starch hydrolyzed products. 
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