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TÓM TẮT

Enzyme lipase từ Candida rugosa (LCR) 
được sử dụng làm xúc tác cho phản ứng 
transester hóa dầu cá tra bằng methanol. Quá 
trình nghiên cứu gồm ba giai đoạn: xác định tính 
chất nguyên liệu và hoạt tính của enzyme từ 
Candida rugosa, transester hoá dầu cá tra bằng 
methanol với xúc tác enzyme lipase, đánh giá một 
số chỉ tiêu chất lượng của sản phẩm biodiesel thu 
được. Dầu cá tra có chứa 62% acid béo không 
bão hòa, chỉ số acid là 2,2 mg KOH/g. Enzyme 
lipase từ  Candida rugosa có hoạt tính và hoạt 
tính riêng lần lượt là 1064 U/mg enzyme và 2782 
U/mg protein. Các yếu tố ảnh hưởng đến hiệu 
suất chuyển hóa thành methyl ester của các acid 
béo (fatty acid methyl ester – FAME) được khảo 

sát bao gồm: tỷ lệ mol methanol/dầu cá, tỷ lệ 
enzyme cố định/dầu cá, nhiệt độ phản ứng, pH tối 
ưu của enzyme, hàm lượng đệm pH và thời gian 
phản ứng. Hiệu suất thu biodiesel đạt 92,65% khi 
tiến hành phản ứng với tỷ lệ methanol/dầu cá là 
4:1, tỷ lệ enzyme là 2%, ở 40oC, bổ sung 10% 
dung dịch đệm pH 7 với   thời gian phản ứng 96 
giờ. Sản phẩm biodiesel thu được có thành phần 
FAME chiếm 98,94%; tỷ trọng ở 15oC là 0,8816 
g/ml; không có nước và glycerine tự do, phù hợp 
với tiêu chuẩn biodiesel gốc (B100) (TCVN  
7717:2007). Tuy nhiên chỉ số acid của sản phẩm 
là 1,7 mg KOH/g cao hơn giá trị cho phép của 
tiêu chuẩn là 0,5 mg KOH/g. 

Từ khóa: Transester hóa, methanol phân, dầu cá tra, enzyme lipase, Candida rugosa. 

 
1. MỞ ĐẦU 

Trong bối cảnh nguồn năng lượng hóa thạch 
ngày càng cạn kiệt cũng như các mối lo ngại về 
môi trường (đặc biệt là hiệu ứng nhà kính) do các 
loại động cơ sử dụng các nhiên liệu từ các nguồn 
năng lượng này gây nên, nhiên liệu sinh học đang 

ngày càng thu hút được sự quan tâm của các nhà 
nghiên cứu. Biodiesel được điều chế từ dẫn xuất 
từ một số loại dầu mỡ sinh học (dầu thực vật, mỡ 
động vật) thông qua quá trình transester hóa bằng 
cách cho phản ứng với các loại rượu mạch ngắn, 
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ví dụ: methanol, ethanol. Để tăng vận tốc phản 
ứng, dẫn tới tăng hiệu quả quá trình, người ta sử 
dụng các loại xúc tác đồng thể, dị thể hoặc các loại 
xúc tác sinh học. Xúc tác hóa học sử dụng kiềm 
cần nhiều giai đoạn xử lý mới thu được dầu diesel 
sinh học như: xử lý bọt, tách glycerol, loại bỏ chất 
xúc tác và lượng nước thải kiềm khá lớn. Vì vậy, 
trên quan điểm về tiêu thụ năng lượng và bảo vệ 
môi trường, việc sử dụng xúc tác hóa học có những 
hạn chế. Trái lại, enzyme không tạo bọt và có thể 
ester hóa cả axit béo tự do và triglyceride trong 
một giai đoạn. Xúc tác sinh học, cụ thể là enzyme 
lipase có được các ưu điểm nhất định là điều kiện 
tiến hành phản ứng ôn hòa hơn, thân thiện với môi 
trường, giảm lượng chất thải độc hại ra môi trường 
bên ngoài.Vì vậy, các enzyme chính là xúc tác 
tiềm năng cho sản xuất quy mô công nghiệp. 
Nhiều tác giả đã nghiên cứu sử dụng enzyme 

lipase để xúc tác cho phản ứng transester hóa các 
loại dầu mỡ khác nhau. Zaks và Klibanov(1988) 
đã sử dụng enzyme lipase từ Candida rugosa để 
thực hiện phản ứng transester hóa dầu đậu nành, 
mức độ chuyển hóa cao nhất là 58,12%[1]. Kaieda 
và cs.(2001) sử dụng lipase tự do từ Pseudomonas 
fluorescens, Pseudo-monas cepacia, Candida 
rugosa xúc tác cho phản ứng transester hóa trên 
dầu đậu nành ở 35°C, tỷ lệ mol 3:1, 90 h, 150 rpm, 
hiệu suất đạt được 80% - 90% [2]. Nie K.L và 
cs.(2006) sử dụng lipase từ Rhizopus arrhizus 
trong phản ứng chuyển ester dầu cọ với nồng độ 
cơ chất khảo sát từ 3-50 g/l, tốc độ chuyển hóa 
ester đạt được cao nhất là 3,2 µmol/phút tại nồng 
độ cơ chất 25 g/l [3]. 

Phản ứng transester hóa là phản ứng giữa 
triglyceride và alcohol. Sản phẩm biodiesel thu 
được là hỗn hợp mono-alkyl ester: 

 
 

 

 
Hình 1. Sơ đồ phản ứng tranester hóa triglyceride và acid béo với xúc tác lipase  

(An Fei Hsu và cs., 2002) [4] 
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Hiện nay, nghề nuôi cá tra và công nghiệp chế 
biến cá tra đang là một ngành chủ lực của Đồng 
bằng sông Cửu Long. Mỡ cá là loại phụ phẩm của  
ngành công nghiệp này và vẫn chưa được quan 
tâm sử dụng một cách hiệu quả. Quá trình 
transester hóa mỡ cá đã được khảo sát trong một 
số công trình nghiên cứu với các chất xúc tác hóa 
học. Nguyễn Hồng Thanh và cs. (2009) đã điều 
chế được biodiesel từ mỡ cá basa bằng phương 
pháp transester hóa với methanol và xúc tác kiềm 
kết hợp siêu âm ở tần số 35 kHz, hiệu suất phản 
ứng trên 90% [5]. Trần Thị Việt Hoa và cs. (2007) 
sử dụng xúc tác p-toluensulfonicacid trong phản 
ứng methanol phân mỡ cá tra thì hiệu suất thu 
biodiesel đạt trên 98% [6].  

Nhằm tìm ra công nghệ tổng hợp biodiesel từ 
dầu cá tra bằng xúc tác sinh học thân thiện với môi 
trường, ít tốn năng lượng mà vẫn bảo đảm đầy đủ 
tiêu chuẩn của sản phẩm biodiesel, chúng tôi sử 
dụng xúc tác là enzyme lipase Candida rugosa  
làm xúc tác cho phản ứng transester hóa dầu cá tra 
bằng methanol và khảo sát các yếu tố ảnh hưởng 
đến quá trình phản ứng. 
2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN 
CỨU 
2.1 Vật liệu  

Enzyme lipase Candida rugosa,Type VII, ký 
hiệu L1754-5G do hãng Sigma-Aldrich cung cấp.  

Mỡ cá tra do công ty TNHH Xuất Nhập Khẩu 
Tây Nam cung cấp. 

Tất cả hóa chất sử dụng trong phân tích là hóa 
chất tinh khiết (Merk). 

2.2 Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Trích ly dầu cá từ mỡ cá tra  

Mỡ cá được rửa sạch và bảo quản lạnh ở -
18oC. Mỡ cá sau khi được rã đông được rửa sạch 
với nước, xay nhỏ. Sau khi xay, tiến hành gia nhiệt 
gián tiếp mỡ cá ở 80oC, thu nhận phần tan chảy, 

lọc để bỏ cặn. Rửa dầu cá thu được bằng dung dịch 
nước muối 10% (NaCl 10%). Lắng tách nước 
được dầu cá tra sạch. Bảo quản dầu cá tra thu được 
ở nhiệt độ 4-6oC.  

2.2.2. Khảo sát enzyme [7] 
2.2.2.1. Xác định hàm lượng protein của enzyme:  

Hàm lượng protein của enzyme được xác định 
theo phương pháp Bradford. Sử dụng bovine 
serum albumin (BSA) làm chất chuẩn. Khi thuốc 
thử Coomassie Brilliant Blue tạo phức màu xanh 
dương với protein thì hấp thu cực đại ở bước sóng 
595 nm. Độ hấp thu này có liên hệ một cách trực 
tiếp với nồng độ protein. Từ đó có thể xác định 
được hàm lượng protein của mẫu enzyme dựa vào 
đường chuẩn. 
2.2.2.2. Xác định hoạt tính và hoạt tính riêng của 
enzyme:  

Theo nhà cung cấp, 1 đơn vị hoạt tính U được 
định nghĩa là lượng enzyme sẽ thủy phân ra 1 
µmol acid béo từ triglyceride trong 30 phút tại pH 
7, nhiệt độ 37°C, sử dụng dầu olive làm cơ chất. 

Hoạt tính (HT) và hoạt tính riêng (HTR) của 
enzyme được tính theo công thức sau: 

HT	 enzyme = 	 ( ). . , 		           (1) 

Với:  a -  Thể tích NaOH dùng chuẩn độ ở mẫu cần 
khảo sát (có enzyme), ml 

  b - Thể tích NaOH dùng chuẩn độ ở mẫu 
trắng, ml 
 m -  Khối lượng enzyme, g. 

HTR	(U/mg		protein) = 	 . 100%       (2) 

Với: P -  hàm lượng protein của enzyme, %. 

2.2.3. Khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến hiệu suất 
tổng hợp biodiesel với xúc tác enzyme Candida 
rugosa 

Phản ứng transester hóa dầu cá tra: Hỗn hợp 
phản ứng gồm dầu cá tra, methanol theo tỷ lệ xác 
định, dung dịch đệm có pH xác định. Đồng hóa 
hỗn hợp trên máy đồng hóa cơ trong 15 phút. Cho 
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enzyme lipase vào hỗn hợp. Phản ứng tiến hành 
trong bình cầu gắn ống sinh hàn hoàn lưu trên máy 
khuấy từ gia nhiệt. Lấy mẫu theo những khoảng 
thời gian nhất định để xác định lượng methyl ester 
tạo thành. 

Hỗn hợp sau phản ứng được ly tâm ở 6600 
vòng/phút trong 15 phút. Tách lấy lớp biodiesel 
trên cùng, rửa sạch bằng nước cất sau đó sấy khô 
đến khối lượng không đổi. Hiệu suất chuyển hóa 
thành biodiesel được tính theo công thức: 

 

H = ố 	 ượ 	 	 	đượ
ố 	 ượ 	 	 ý	 ế

. 100% (3) 

Các thí nghiệm được lặp lại 3 lần và lấy giá 
trị trung bình. 

Các yếu tố khảo sát:  
- Thí nghiệm 1- Ảnh hưởng của tỷ lệ 

methanol/dầu cá: Phản ứng được tiến hành với tỷ 
lệ  mol methanol : dầu cá  4:1; 5:1; 6:1; 7:1; 8:1. 
Các thông số cố định: 8,6 g dầu cá tra; 20% dung 
dịch đệm pH 6,5; bổ sung 2% enzyme lipase 
Candida rugosa tự do ở nhiệt độ 40°C trong 24 
giờ.  

- Thí nghiệm 2- Ảnh hưởng của tỷ lệ 
enzyme/dầu cá: Phản ứng được tiến hành với các 
tỷ lệ khối lượng enzyme : dầu cá thay đổi từ 1-5%. 
Các thông số cố định là 8,6 g dầu cá tra; 20% dung 
dịch đệm pH 6,5; nhiệt độ 40°C trong 24 giờ, tỷ lệ 
mol methanol : dầu cá được chọn từ thí nghiệm 1. 

- Thí nghiệm 3- Ảnh hưởng của nhiệt độ phản 
ứng: Phản ứng được tiến hành ở các mức nhiệt độ 
xác định từ 30-50oC. Các thông số cố định là 8,6 
g dầu cá tra; 20% dung dịch đệm pH 6,5; tỷ lệ mol 
methanol : dầu cá được chọn từ thí nghiệm 1; tỷ lệ  
enzyme: dầu cá được chọn từ thí nghiệm 2, thời 
gian phản ứng 24 giờ. 

- Thí nghiệm 4- Ảnh hưởng của pH phản ứng: 
Phản ứng được tiến hành với các giá trị pH 6; 6,5; 
7; 7,5; 8 bằng cách thay đổi pH dung dịch đệm. 
Các thông số cố định là 8,6 g dầu cá tra; 20% dung 

dịch đệm; tỷ lệ mol methanol : dầu cá được chọn 
từ thí nghiệm 1; tỷ lệ enzyme : dầu cá được chọn 
từ thí nghiệm 2; nhiệt độ được chọn từ thí nghiệm 
3, thời gian phản ứng 24 giờ. 

- Thí nghiệm 5- Ảnh hưởng của hàm lượng 
dung dịch đệm: Phản ứng được tiến hành với hàm 
lượng đệm thay đổi từ 5-25%. Các thông số cố 
định là 8,6 g dầu cá tra; tỷ lệ mol methanol : dầu 
cá được chọn từ thí nghiệm 1; tỷ lệ enzyme : dầu 
cá được chọn từ thí nghiệm 2; nhiệt độ được chọn 
từ thí nghiệm 3; pH được chọn từ thí nghiệm 4; 
thời gian phản ứng 24 giờ. 

- Thí nghiệm 6- Khảo sát phản ứng theo thời 
gian: Phản ứng được tiến hành với các điều kiện 
thích hợp theo các thí nghiệm từ 1 đến 5. Lấy mẫu 
sau mỗi khoảng thời gian xác định. 

2.2.4. Phương pháp phân tích  

- Xác định chỉ số acid, hàm lượng nước và 
chất dễ bay hơi của dầu cá tra theo TCVN 
6127:2010, TCVN 6120:2007 

- Xác định thành phần và hàm lượng acid béo 
bằng phương pháp sắc ký khí theo tiêu chuẩn 
AOAC 969.33 tại Công Ty CP DV KHCN Sắc Ký 
Hải Đăng.  

- Xác định khối lượng phân tử trung bình của 
các acid béo có trong dầu theo công thức:  

푀 = ∑ 푀 	 .  (4) 

Với:  푀: Khối lượng phân tử trung bình của các 
acid béo có trong dầu; 

 푥  là tỉ lệ phần trăm theo khối lượng của từng 
acid thành phần thứ i; 

 Mi là khối lượng phân tử của thành phần acid 
béo thứ i; 

 n là số acid béo có mặt trong dầu. 

- Xác định khối lượng phân tử trung bình của 
dầu cá: 

푀푊= G + 3푀 – 3W  38,05 +3푀 (5) 
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Với: G - khối lượng phân tử glycerol (92,0935 
g/mol); 

         W -  khối lượng phân tử nước (18,0125 
g/mol). 

- Xác định khối lượng của biodiesel thu được 
theo lý thuyết khi phản ứng hết một mol dầu cá: 

       MB =  푀푊 + 3M – G 푀푊 + 4,0265 (6) 

Với: M - khối lượng phân tử methanol (32,04 
g/mol); 

- Hàm lượng methyl ester và hàm lượng 
glycerine tự do  của sản phẩm được phân tích tại 
Công Ty CP DV KHCN Sắc Ký Hải Đăng. 
3.  KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Thành phần và các thông số cơ bản của dầu 
cá tra 

Với kết quả phân tích ở bảng 1 và bảng 2, dầu 
cá có hàm lượng acid béo không bão hòa và chỉ số 
acid tương đối cao, theo nhận định của Sharma và 
cs. (2010) thì tính chất nhiên liệu của biodiesel phụ 

thuộc vào thành phần hóa học của dầu mỡ nguyên 
liệu [8]. Các acid béo no như C14:0, C16:0, C18:0 
sẽ làm cho biodiesel có chỉ số xetan, độ bền oxy 
hóa, điểm đục, điểm chảy và độ nhớt cao; do đó, 
dễ bị kết tinh, không phù hợp trong môi trường khí 
hậu lạnh. Các acid béo không no dễ bị oxy hóa 
nhưng lại sử dụng tốt trong môi trường này. Chiều 
dài mạch hydrocarbon của biodiesel tăng và mạch 
thẳng thì chỉ số xetan tăng. Độ nhớt tăng theo 
chiều dài mạch hydrocacbon và mức độ no nhưng 
số nối đôi trong mạch hydrocarbon tăng thì độ 
nhớt lại giảm. Như vậy, có thể nhận định dầu cá 
tra là nguyên liệu phù hợp để sản xuất biodiesel có 
độ nhớt thấp, chịu được nhiệt độ thấp với tỷ lệ acid 
béo không no chiếm đến 62%. 

Từ kết quả ở bảng 2, có thể tính được phân tử 
lượng trung bình của dầu cá là 858,50g/mol và 
phân tử lượng trung bình của acid béo tự do trong 
dầu cá là 273,48 g/mol, khối lượng của biodiesel 
thu được theo lý thuyết khi phản ứng hết một mol 
dầu cá là 862,765 g. 

 

Bảng 1. Một số tính chất hóa lý của dầu cá tra  

Thông số Đơn vị Kết quả 

Acid béo không bão hòa % chất béo 62 

Hàm lượng nước và chất dễ bay hơi % khối lượng 0,05 

Hàm lượng acid béo tự do (FFA) mg KOH/g mẫu 2,2 

Bảng 2. Thành phần acid béo trong dầu cá tra 

Thành phần acid béo Hàm lượng, %  

Tetradecanoic acid C14:0 4,12 

Hexadecanoic acid C16:0 26,8 

Octadecanoic acid C18:0 7,5 
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Cis-9-Octadecenoic acid C18:1 44,5 

Cis-9,12-Octadecadienoic acid C18:2 13,7 

Octadecatrienoic acid C18:3 0,65 

Cis-11-Eicosenoic acid C20:1 1,22 

Eicosatetraenoic acid C20:4 1,56 

3.2. Hoạt tính của enzyme Candida rugosa 
3.2.1. Hàm lượng protein của enzyme Candida 
rugosa 

Đường chuẩn về hàm lượng protein của BSA 
được xây dựng.  Nồng độ enzyme được pha trong 
khoảng nồng độ của đường chuẩn. Từ phương 
trình đường chuẩn suy ra được nồng độ protein của 
enzyme nhờ quan hệ giữa nồng độ và mật độ 
quang (OD): 

y =222.6x+1.060   (7) 
Với R2 = 0.994 
Từ đó tính được hàm lượng protein theo khối 

lượng của enzyme là 38,25%. 

3.2.2 Hoạt tính và hoạt tính riêng của enzyme 
Candida rugosa 

Hoạt tính và hoạt tính riêng của lipase 
Candida rugosa đo được theo phương pháp của 
nhà cung cấp lần lượt là 1064 U/mg enzyme và 
2782U/mg protein. 
3.3. Kết quả khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến 
hiệu suất thu biodiesel  
3.3.1. Khảo sát ảnh hưởng của tỷ lệ methanol: dầu 
cá 

Tỷ lệ mol methanol:dầu là một trong những 
yếu tố quan trọng nhất ảnh hưởng đến hiệu suất 
phản ứng. Theo sơ đồ chuyển hóa ở hình 1 thì 1 
mol dầu phản ứng với 3 mol methanol, tuy nhiên 
do đây là phản ứng cân bằng nên để chuyển hóa 
hết dầu cá cần phải lấy dư methanol. Vì vậy tỷ lệ 

mol methanol : dầu cần lớn hơn 3. Kết quả trên đồ 
thị của hình 2 chỉ ra rằng ở tỷ lệ methanol : dầu là 
4 thì hiệu suất của phản ứng transester dầu cá là 
cao nhất, đạt 48,89%. Hiệu suất giảm dần từ tỷ lệ 
4 đến 8. Điều này cho thấy 4:1 là  tỷ lệ vừa đủ để 
phản ứng dịch chuyển theo chiều từ triglyceride 
sang FAME, khi vượt tỷ lệ này thì lượng methanol 
(ancol mạch ngắn) dư sẽ kết hợp với đầu háo nước 
của enzyme lipase làm một số enzyme bị vô hoạt, 
giảm hoạt tính xúc tác của enzyme (Manxiao và 
cs., 2009) [9].Tỷ lệ mol 4:1 cũng cho hiệu suất thu 
biodiesel là cao nhất trong các nghiên cứu của  
Hong-yan Zeng và cs. (2009) khi sử dụng enzyme 
lipase từ Saccharomyces cerevisiae transester hóa 
dầu hạt cải [10]; M.Nasratun và cs. (2009) sử dụng 
Candida rugosa chuyển hóa dầu ăn thành 
biodiesel [11]. Tỷ lệ mol này được sử dụng cho 
các khảo sát tiếp theo. 

 

Hình 2. Ảnh hưởng của tỷ lệ methanol: dầu cá đến 
hiệu suất thu biodiesel 
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3.3.2. Khảo sát tỷ lệ enzyme 

 

 
Hình 3. Ảnh hưởng của tỷ lệ enzyme/dầu cá đến hiệu 

suất thu biodiesel 
 

Khi tăng tỷ lệ enzyme lipase từ 1% đến 2% 
thì hiệu suất thu biodiesel cũng tăng từ 18,62% lên 
48,89%, tuy nhiên tiếp tục tăng tỷ lệ enzyme lên 
5% thì hiệu suất phản ứng hầu như không thay đổi 
(hình 3). Điều này có lẽ là do enzyme đã bão hòa 
với diện tích bề mặt giữa pha dầu và pha nước, sự 
tiếp tục gia tăng nồng độ enzyme không còn mang 
lại thay đổi đáng kể trong hiệu suất phản ứng. Vì 
vậy chọn tỷ lệ enzyme 2% để tiếp tục khảo sát. 
3.3.3. Khảo sát nhiệt độ phản ứng 

Hiệu suất thu biodiesel tăng từ 25,96% lên 
48,89% khi nhiệt độ tăng từ 30°C lên 40°C, tuy 
nhiên từ 40°C đến 50°C thì hiệu suất giảm (hình 
4). Trong nghiên cứu của Chen và và cs. (2006) sử 
dụng lipase Rhizopusoryzae để methanol hóa dầu 
ăn đã qua sử dụng thì khi nhiệt độ vượt 40°C, hoạt 
tính enzyme sẽ giảm [12]. Jeong và Park (2008) 
cũng chỉ ra nhiệt độ tối ưu của Novozyme 435 là 
40°C [13]. Nhiệt độ phản ứng thấp là một trong 
những yếu tố quan trọng nhằm giảm chi phí năng 
lượng cho quá trình sản xuất biodiesel theo 
Manxiao và cs. (2009) [9]. Chọn nhiệt độ 40°C để 
tiếp tục khảo sát. 

 
 

Hình 4. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hiệu suất thu 
biodiesel 

3.3.4. Khảo sát pH của dung dịch đệm 

 

Hình 5. Ảnh hưởng của pH đến hiệu suất thu biodiesel 
 

pH có ảnh hưởng khá lớn đến vận tốc của 
phản ứng sử dụng xúc tác enzyme, mỗi enzyme 
hoạt động mạnh trong 1 dãy pH khác nhau. Hiệu 
suất thu biodiesel tăng chậm từ pH 6 (45,61%), pH 
6,5 (48,89%) đến pH 7 (52,01%) và giảm nhanh 
khi giá trị pH vượt 7. Điều này cho thấy lipase 
Candida rugosa hoạt động mạnh trong khoảng pH 
6-7 và pH 7 là pH tối ưu cho phản ứng transester 
hóa dầu cá. Tương tự, Ernendes B. Pereira và cs. 
(2001) trong quá trình nghiên cứu động học phản 
ứng đã xác định pH tối ưu của enzyme Candida 
rugosa tự do là 7 [14]. Chọn pH 7 cho các khảo 
sát tiếp theo. 

3.3.5. Khảo sát hàm lượng dung dịch đệm 

Kết quả trên hình 6 cho thấy hiệu suất đạt giá 
trị từ 54,72% - 52,01%  khi hàm lượng đệm thay 
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đổi từ 10% đến 20% (theo thể tích). Khi tăng hàm 
lượng đệm lên trên 10%, hiệu suất thu nhận 
biodiesel giảm rõ rệt. Việc bổ sung dung dịch đệm 
pH với hàm lượng thích hợp sẽ gia tăng sức bền 
cho lipase trong môi trường phản ứng chứa các 
chất có khả năng ức chế enzyme như ancol, 
glycerol… Tuy nhiên khi bổ sung dung dịch đệm 
vào hỗn hợp phản ứng thì bên cạnh phản ứng sinh 
tổng hợp biodiesel, với sự có mặt của nước, lipase 
còn xúc tác cho phản ứng thủy phân triglyceride 
thành acid béo tự do. Khi vượt quá mức cần thiết 
cho phản ứng transester hóa, hoạt động xúc tác của 
enzyme cho phản ứng thủy phân tăng lên làm hiệu 
suất thu biodiesel giảm theo Shah và Gupta (2007) 
[15]. Tianwei Tan và cs. (2010) kết luận rằng hàm 
lượng nước tối ưu cho phản ứng transester hóa 
triglyceride của lipase Candida sp. 99-125 nằm 
trong khoảng 10-20% [16]. Vậy ta chọn giá trị 
10% cho khảo sát thời gian phản ứng. 

 

 
Hình 6. Ảnh hưởng của hàm lượng đệm đến hiệu suất 

thu  biodiesel 
 

3.3.6. Khảo sát phản ứng theo thời gian 

 

 

Hình 7. Biến thiên hiệu suất thu biodiesel theo thời 
gian 

Tiến hành xác định hiệu suất thu biodiesel ở 
từng thời điểm 12 giờ, 24 giờ, 48 giờ, 72 giờ và 96 
giờ. Ta nhận thấy hiệu suất tạo biodiesel cũng tăng 
theo thời gian (hình 7), nhưng sau 72 giờ phản 
ứng, tốc độ giảm rõ rệt. Sau 96 giờ phản ứng, hiệu 
suất của phản ứng transester hóa dầu cá đạt 
92,65%.  
3.3. Đánh giá chất lượng sản phẩm biodiesel 

Bảng 4 cho thấy một số chỉ tiêu hóa lý của 
biodiesel từ dầu cá tra được so sánh với Bộ tiêu 
chuẩn của Việt Nam cho dầu diesel gốc sinh học 
(TCVN 7717:2007). Các chỉ tiêu về hàm lượng 
nước và tạp chất, hàm lượng glycerine tự do, hàm 
lượng ester nằm trong giới hạn cho phép của 
biodiesel. Trong đó, hàm lượng glycerine tự do là 
chỉ tiêu rất quan trọng vì nếu thành phần glycerine 
tự do vượt giới hạn cho phép thì không chỉ ảnh 
hưởng đến việc kích nổ, mà bản thân nó là một 
chất gây nổ (đồng thời khi nổ sẽ sinh nhiệt rất lớn), 
thậm chí không kiểm soát được, máy nóng hơn 
bình thường dẫn đến phá hỏng máy [5]. Tuy nhiên 
trị số acid của biodiesel từ dầu cá vượt hơn giới 
hạn cho phép của biodiesel. Chỉ số acid của 
biodiesel cao có thể dẫn đến khả năng ăn mòn 
động cơ. Sản phẩm của phản ứng cần phải được 
nghiên cứu xử lý thêm để đạt chỉ số acid theo tiêu 
chuẩn. 
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Bảng 3. Thành phần methyl ester trong biodiesel từ dầu cá 

Thành phần acid béo % khối lượng 

Dodecanoic acid, methyl ester C12:0 0,24 

Tetradecanoic acid, methyl ester C14:0 6,73 

Pentadecanoic acid, methyl ester C15:0 0,23 

Hexadecanoic acid, methyl ester  C16:0 34,47 

9-Hexadecanoic acid, methyl ester  C16:1 1,22 

Octadecanoic acid, methyl ester  C18:0 7,84 

Cis-9-Octadecenoic acid, methyl ester  C18:1 35,89 

Cis-9,12-Octadecadienoic acid, methyl ester  C18:2 9,48 

Octadecatrienoic acid, methyl ester  C18:3 0,72 

11-Eicosanoic acid, methyl ester  C20:1 0,99 

Cis-11,14- Eicosadienoic acid, methyl ester  C20:2 0,31 

Cis-8,11,14- Eicosatrienoic acid, methyl ester  C20:3 0,39 

Cis-5,8,11,14- Eicosatetraenoic acid, methyl ester  C20:4 0,24 

 
Bảng 4. Các tính chất hóa lý của biodiesel từ dầu cá tra và biodiesel (B100) 

Chỉ tiêu Biodiesel từ dầu cá Biodiesel (B100) 
TCVN 7717:2007 [17] 

Tỷ trọng ở 15oC, g/ml 0,8816 - 

Hàm lượng nước và tạp chất,%khối lượng 0 0,050 max 

Hàm lượng glycerine tự do,% khối lượng 0 0,020 max 

Hàm lượng ester, % khối lượng 98,94 96,5 min 

Trị số acid, mg KOH/g 1,70 0,50 max 

 
4. KẾT LUẬN 

Các yếu tố ảnh hưởng đến phản ứng transester 
dầu cá tra bằng xúc tác lipase Candida rugosa tự 
do đã được khảo sát. Điều kiện phản ứng thích hợp 
như sau: tỷ lệ mol methanol:dầu cá là 4:1; tỷ lệ 
enzyme là 2% (tính theo khối lượng dầu); nhiệt độ 
tối ưu là 40oC; bổ sung dung dịch đệm có pH 7 với 
hàm lượng 10% (tính theo thể tích dầu). Với điều 
kiện phản ứng thích hợp, sau thời gian phản ứng 
96 giờ, hiệu suất thu biodiesel đạt 92,65%. 

Sản phẩm biodiesel tạo thành đáp ứng được 
các chỉ tiêu về hàm lượng nước và tạp chất, hàm 
lượng glycerine tự do và hàm lượng ester theo tiêu 
chuẩn biodiesel của Việt Nam nhưng chỉ số acid 
còn cao hơn quy định.  
Lời cảm ơn: Nghiên cứu được tài trợ bởi Đại học Bách khoa 
– Đại học Quốc gia –Thành phố Hồ Chí Minh trong khuôn khổ 
đề tài mã số TSĐH-2013-KTHH-05 
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Using lipase Candida rugosa as a catalyst 
for the biodiesel production from Tra fish 
(Pangasius hypophtalmus) oil 

 Nguyen Thi Tuyet Nhu 
 Nguyen Thi Nguyen 
 Phan Ngoc Hoa 

Ho Chi Minh City University of Technology - VNU-HCM 

 
 ABSTRACT: 
In this work, lipase from Candida rugosa 

(LCR) was used as a catalyst for the 
transesterification reaction of fish oil with 
methanol. The research process consists of three 
stages: determine the material properties and the 
activity of the enzyme from Candida rugosa, 
transeter of fish oil with methanol catalyzed by 
the enzyme lipase, evaluation indicators of the 
quality of biodiesel obtained. Fish oil contains 
62% unsaturated fatty acid, acid value of 2.2 mg 
KOH/g. Activity and specific activity of enzyme 
were respectively 1064 U/mg enzyme and 2782 
U/mg protein. Factors affecting the efficiency of 
conversion of fatty acid methyl esters - FAME 
were investigated: the molar ratio of 

methanol/fish oil, ratio of enzyme/fish oil, 
temperature reaction, pH reaction, 
concentration of buffer and reaction time. Yield 
of biodiesel conversion was 92.65% with optimal 
conditions: rate of methanol/fish oil was 4:1, the 
ratio of enzyme/substract was 2%, reaction 
temperature was 40°C, additional 10% buffer 
solution pH 7 with 96 hour response time. 
Products biodiesel obtained FAME components 
accounted for 98.94%; density at 15°C is 0.8816 
g/ml; no free water and glycerine, consistent with 
the original standard biodiesel (B100) (TCVN 
7717:2007). However, the acid value of 1.7 mg 
KOH products/g higher than the allowable value. 

Keywords: transesterification, fish oil, enzyme lipase, Candida rugosa. 
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