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TÓM TẮT 

Phần lớn các chủng Bacillus subtilis biểu hiện protease cũng như lượng enzyme tiết ra thay đổi tùy thuộc vào 
chủng và điều kiện môi trường được sử dụng. Nghiên cứu này nhằm lựa chọn một số điều kiện nuôi cấy tối ưu 
cho sự sinh trưởng và khả năng sinh tổng hợp protease ngoại bào của chủng Bacillus subtilis NT20. Ảnh hưởng 
của điều kiện nuôi cấy đến khả năng sinh trưởng được đánh giá dựa trên mật độ tế bào trong dịch nuôi cấy  đo ở 
bước sóng 600 nm bằng máy đo màu quang phổ và hoạt độ protease được đánh giá dựa trên sự thủy phân casein. 
Các điều kiện nuôi cấy được lựa chọn bao gồm nguồn carbon, nguồn nitrogen, pH và độ thoáng khí của môi 
trường LB cơ bản. Chủng B. subtilis NT20 đạt năng suất sinh khối cao nhất là OD600 2,0 với hoạt độ protease đạt 
235,6 U/mL trong điều kiện nuôi cấy sử dụng 2,0% (w/v) glucose là nguồn carbon chính, 2,5% (w/v) peptone là 
nguồn nitrogen chính, pH 8, độ thoáng khí 92%, nhiệt độ 37

o
C và lắc 200 rpm sau 24 giờ. 

Từ khóa: Bacillus subtilis, điều kiện nuôi cấy, mật độ tế bào, protease, vi khuẩn. 

MỞ ĐẦU 

Protease là một trong những enzyme công nghiệp quan trọng nhất, chiếm gần 60% tổng sản lượng enzyme trên 
toàn thế giới (Kalisz et al., 2006). Protease có trong động vật, thực vật và vi sinh vật (Sharma et al., 2017). 
Protease được sử dụng rộng rãi trong chất tẩy rửa, ngành công nghiệp da, chẩn đoán y tế, phim X-quang, trong 
ngành công nghiệp dệt, thực phẩm và thức ăn chăn nuôi. Do đó, nhiều công ty đã bắt đầu sản xuất protease 
thương mại (Keshapaga et al., 2023).  

Khi phân lập enzyme protease ở quy mô công nghiệp cho mục đích thương mại, tối ưu hóa chi phí là vấn đề 
được quan tâm. Vì vậy, protease vi khuẩn là một trong những lựa chọn tốt nhất. Ở vi khuẩn, protease chủ yếu 
được sản xuất ngoại bào, có hiệu suất cao, chịu được nhiệt độ cao và hoạt động trong phạm vi pH rộng nên phù 
hợp hơn cho các ứng dụng công nghiệp (Adrio, Demain, 2014).  

Chi Bacillus là nguồn vi khuẩn quan trọng nhất trong sản xuất protease ngoại bào và có khả năng sản xuất ra 
nhiều enzyme phân giải protein trung tính và kiềm với các đặc tính đáng chú ý, như độ ổn định cao đối với nhiệt 
độ khắc nghiệt, độ pH, dung môi hữu cơ, chất tẩy rửa và hợp chất oxy hóa. B. subtilis được sử dụng rộng rãi như 
một nhà máy “tế bào” sản xuất các enzyme, hợp chất kháng vi sinh vật cho ngành hóa công nghiệp, nông nghiệp 
và y học (Zhang et al., 2023). Mỗi vi sinh vật hoặc chủng có các điều kiện cụ thể để sản xuất enzyme tối đa 
(Sharma et al., 2017). Do đó, đã có một số nghiên cứu để sản xuất protease từ chi Bacillus có hiệu quả về mặt 
chi phí, bao gồm xác định các điều kiện nuôi cấy và điều kiện sản xuất enzyme (Işık et al., 2024). 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi xác định các điều kiện nuôi cấy tối ưu của chủng B. subtilis NT20 để cải thiện 
khả năng sinh protease kiềm ngoại bào.  

VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP 

Vật liệu 

Chủng vi khuẩn B. subtilis NT20 được phân lập từ cỏ khô và được lưu trữ tại Phòng thí nghiệm Di truyền và Vi 
sinh, Trường Đại học Sư phạm, Đại học Huế. 

Chủng được giữ trong glycerol 30% (v/v) ở -80
o
C. Trước khi sử dụng, chủng được hoạt hóa trên môi trường LB 

(Luria-Bertani) rắn và giữ ở 4
o
C. Môi trường LB cơ bản (w/v) gồm: 1% tryptone, 0,5% cao nấm men, 1% NaCl. 

Phƣơng pháp nghiên cứu 

Ảnh hưởng của các điều kiện nuôi cấy  

Các điều kiện nuôi cấy ảnh hưởng đến sự sinh trưởng của chủng B. subtilis NT20 được nghiên cứu độc lập với 
nhau bằng cách thay đổi các yếu tố khảo sát trong môi trường LB cơ bản. Kết quả của thí nghiệm trước sẽ được 
áp dụng cho các thí nghiệm tiếp theo. Các yếu tố của môi trường cơ bản không thay đổi trong quá trình khảo sát 
bao gồm: nhiệt độ 30

o
C, nuôi lắc 200 vòng/phút (rpm), thời gian nuôi 24 giờ. 
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Ảnh hưởng của nồng độ đường glucose  

Nguồn carbon được bổ sung vào môi trường LB cơ bản là glucose (w/v) với nồng độ khảo sát 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 
và 3%. 

Ảnh hưởng của nồng độ nitrogen  

Nguồn nitrogen được bổ sung để thay thế nguồn nitrogen trong môi trường LB cơ bản là peptone với nồng độ 
khảo sát  0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 và 3%. 

Ảnh hưởng của pH   

Tiến hành lên men chủng B. subtilis NT20 trong các nghiệm thức chứa môi trường LB với các giá trị pH lần lượt 
là 6; 6,5; 7; 7,5; 8 và 8,5. 

Ảnh hưởng của độ thoáng khí  

Độ thoáng khí được tính bằng tỉ lệ thể tích bình trống (không chứa môi trường) trên thể tích toàn bình, độ thoáng 
khí càng cao thì nồng độ oxy hòa tan vào môi trường càng lớn. Chủng B. subtilis NT20 được lên men trong các 
bình 250 mL chứa môi trường với thể tích lần lượt 10; 20; 30; 40; 50 và 60 mL. 

Xác định mật độ vi khuẩn  

Dịch nuôi cấy của chủng B. subtilis NT20 sau 24 giờ nuôi cấy lỏng với tốc độ lắc 200 rpm ở 30
o
C ở các điều kiện 

khảo sát khác nhau được pha loãng 40 lần với nước cất 2 lần và được đo bằng máy đo quang phổ ở bước sóng 
600 nm (OD600) để xác định mật độ vi khuẩn (Li et al., 2023). Đối chứng là môi trường LB cơ bản. 

Thu nhận protease 

Song song với việc xác định mật độ vi khuẩn, tiến hành thu protease thô từ canh trường nuôi cấy bằng cách ly 
tâm 14000 rpm trong 10 phút ở 4

o
C. Dịch enzyme thô được bảo quản ở 4

o
C và được sử dụng cho các thí nghiệm 

tiếp theo (Shad et al., 2024).  

Xác định hoạt độ protease 

Hoạt độ protease trong dịch enzyme thô được xác định dựa trên sự thủy phân protein bằng protease 
(Chandrasekaran et al., 2015), sử dụng casein làm chất nền. Dung dịch casein (0,65%) được chuẩn bị trong đệm 
Tris-HCl 0,1 M (pH 8,5). 5 mL dung dịch casein 0,65% được cho vào các ống nghiệm, ủ ở 37

o
C trong 5-10 phút. 

1 mL enzyme thô được thêm vào mỗi ống nghiệm, lắc nhẹ và ủ ở 37
o
C trong 30 phút. Phản ứng được dừng lại 

bằng cách thêm 10% (w/v) Trichloroacetic acid lạnh (TCA). Các ống nghiệm được ủ ở 37
o
C trong 30 phút, sau đó 

mẫu được ly tâm ở 4°C, 14000 rpm trong 10 phút. Sau đó, 2 mL dịch nổi được cho vào ống nghiệm mới, thêm 
vào đó 5 mL Na2CO3 0,5 M và 1 mL thuốc thử Follin's Ciocalteus 1 N. Hỗn hợp này được khuấy nhẹ, ủ trong 30 
phút ở 37°C đến khi xuất hiện màu xanh lam. Độ hấp thụ màu xanh lam được ghi nhận ở bước sóng 660 nm so 
với mẫu thuốc thử trắng (môi trường LB cơ bản) bằng máy quang phổ. 

Sau đó, dựa vào đồ thị chuẩn của tyrosin để tính lượng sản phẩm do enzyme xúc tác tạo nên. Đồ thị đường 
chuẩn tyrosin và hoạt độ enzyme được xác định theo mô tả bởi Lowry và đồng tác giả (1951) có cải tiến.  

Nồng độ tyrosine được tính toán bằng phương trình hồi quy từ đường cong tyrosine chuẩn. Hoạt độ của enzyme 
(U/mL) được tính toán bằng công thức được đưa ra bởi Tunga và đồng tác giả (2003).  

Hoạt độ protease (U/mL) = 
      

            
 

Trong đó: 

T: µM tyrosine giải phóng  

V1: Tổng thể tích hỗn hợp phản ứng (mL) 

t: Thời gian phản ứng (phút) 

V2: Thể tích enzyme dùng cho phản ứng (mL) 

V3: Thể tích dùng để đo cường độ quang sau khi phản ứng với thuốc thử Folin (mL) 

Một đơn vị hoạt độ protease được định nghĩa là lượng enzyme cần thiết để thủy phân casein giải phóng 1 µM 
tyrosine trong một phút ở điều kiện thử nghiệm chuẩn về pH và nhiệt độ. 

Xử lý số liệu 

Mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 lần để tính giá trị trung bình và độ lệch chuẩn. Số liệu thu thập được xử lý theo 
phương pháp thống kê sinh học bằng chương trình thống kê trong Excel 2010 và dữ liệu được thể hiện dưới 
dạng giá trị trung bình của ba lần lặp lại ± sai số chuẩn trong one-way ANOVA với Duncan’s test (p<0,05) bằng 
chương trình SPSS (ver. 20.0).  
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KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Ảnh hƣởng của nồng độ carbon đến sinh khối và khả năng sinh protease ngoại bào của B. subtilis NT20  

Nguồn carbon là glucose cho thấy, mật độ chủng B. subtilis NT20 đạt giá trị cao nhất là 1,35 ở nồng độ 2% (Hình 1). 
Khi nồng độ glucose thấp hơn (từ 0,5% đến 1,5%), mật độ vi khuẩn đạt từ 0,84 đến 1,11, quá thấp không đủ để 
kích thích quá trình sinh tổng hợp protease mạnh. Ngược lại, khi bổ sung nồng độ glucose cao từ 2,5% đến 3%, 
mật độ vi khuẩn giảm dần từ 1,29 còn 1,21. Đồng thời với xác định mật độ vi khuẩn trong các nồng độ glucose 
khảo sát, chúng tôi tiến hành xác định hoạt độ của protease ngoại bào, kết quả cho thấy hoạt độ protease tỉ lệ 
thuận với mật độ vi khuẩn. Hoạt độ protease ở glucose 2% đạt cao nhất (162,5 U/mL). Trên cơ sở đó, glucose 
2% được chọn là nguồn carbon cho các thí nghiệm khảo sát tiếp theo. Protease từ Bacillus phần lớn được sản 
xuất trong pha tĩnh và do đó, việc điều chỉnh hàm lượng carbon ảnh hưởng đến mật độ vi khuẩn và khả năng 
sinh protease ngoại bào của vi khuẩn. Quá trình sản xuất protease tiêu tốn nhiều năng lượng. Khi nguồn glucose 
dồi dào, vi khuẩn sẽ tiết kiệm năng lượng bằng cách giảm tổng hợp các protein không cần thiết, bao gồm cả 
protease để tối đa hóa hiệu quả tăng trưởng (Adeniyi, 2023). Hàm lượng  glucose cao cũng có thể làm thay đổi 
quá trình chuyển hóa bên trong tế bào, dẫn đến sự thay đổi các con đường chuyển hóa glucose có lợi cho tế bào 
thay vì tổng hợp các chất chuyển hóa thứ cấp như protease (Liu et al., 2024). 

 

Hình 1. Ảnh hƣởng của nồng độ glucose đến mật độ vi khuẩn và hoạt độ protease của B. subtilis NT20 

Ảnh hƣởng của nguồn nitrogen đến sinh khối và khả năng sinh protease ngoại bào của B. subtilis NT20  

Kết quả Hình 2 cho thấy, với nồng độ 2,5% peptone trong môi trường nuôi cấy thích hợp cho sự tăng trưởng của 
chủng B. subtilis NT20 với mật độ đạt cao nhất là 2,98. Khi nồng độ peptone thấp hơn (từ 0,5% đến 2,0%), mật 
độ vi khuẩn đo được từ 1,75 đến 2,08. Ngược lại khi bổ sung nồng độ peptone cao trên 2,5% mật độ vi khuẩn 
giảm dần từ 2,09 còn 1,96. Đồng thời với sự tăng mật độ vi khuẩn ở nồng độ peptone từ 2-2,5%, hoạt độ 
protease cũng đạt cao nhất ở peptone 2,5% (230,5 U/mL). Do đó, peptone nồng độ 2,5% được chọn là nguồn 
peptone cho các thí nghiệm khảo sát tiếp theo. Nguồn nitrogen và nồng độ của nó trong môi trường nuôi cấy là 
những yếu tố chính ảnh hưởng đến quá trình tổng hợp protease (Zhang et al., 2023). Mỗi loài vi khuẩn khác nhau 
sẽ thích hợp với tỉ lệ carbon/nitrogen trong môi trường sống nhất định (Carvalho et al., 2010). Nguồn nitrogen 
đóng vai trò cung cấp cơ chất để vi khuẩn tổng hợp nên các hợp chất chứa nitrogen cần thiết cho sự sinh trưởng 
và phát triển của chúng. Do đó nguồn nitrogen bổ sung vào môi trường cần phải cân đối với nguồn carbon mà vi 
khuẩn đang sử dụng.  

 

Hình 2. Ảnh hƣởng của nồng độ peptone đến mật độ vi khuẩn và hoạt độ protease của B. subtilis NT20 
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Ảnh hƣởng của pH môi trƣờng đến sinh khối và khả năng sinh protease ngoại bào của B. subtilis NT20  

pH ảnh hưởng rất lớn đến khả năng sinh trưởng của vi sinh vật. Kết quả cho thấy (Hình 3), mật độ chủng B. 
subtilis NT20 khi nuôi cấy trong môi trường pH 8,0 đạt hiệu quả cao nhất là 2,40, đồng thời hoạt độ protease của 
dịch enzyme thô cũng thu được với kết quả cao nhất, đạt 235 U/mL, sau đó hoạt độ protease giảm dần ở pH 9-10. 
Ở pH acid (pH 5-6) cũng làm giảm sự sinh trưởng của vi khuẩn và khả năng sản xuất enzyme (Pan et al., 2023). 
Vì vậy, pH 8 được chọn là pH môi trường trong các nghiên cứu tiếp theo. Kết quả pH của chủng B. subtilis NT20 
trong nghiên cứu này phù hợp với các nghiên cứu khác. Theo nghiên cứu của Anandharaj và đồng tác giả (2016) 
cho thấy, pH 8,0 là thích hợp nhất để thu protease có hoạt tính cao nhất từ B. alkalitelluris TWI3. Kết quả nghiên 
cứu của Sun và đồng tác giả (2023) cũng cho thấy pH 8,0 tạo ra hoạt độ của protease kiềm tối đa (640 U/mL). 

 

Hình 3. Ảnh hƣởng của pH đến mật độ vi khuẩn và hoạt độ protease của B. subtilis NT20 

Ảnh hƣởng của độ thoáng khí đến sinh khối và khả năng sinh protease ngoại bào của B. subtilis NT20  

Các loài Bacillus là vi khuẩn kỵ khí tùy ý, và chúng có thể phát triển trong điều kiện kỵ khí hoặc hiếu khí (Carlso et 
al., 2020). Tuy nhiên, dưới sự hiện diện của oxy, các loài này phát triển tốt hơn so với các điều kiện mà oxy bị 
hạn chế hoặc không có. Thông thường, đối với các vi khuẩn hiếu khí nồng độ oxy cao làm tăng khả năng sinh 
trưởng, rút ngắn pha tiềm phát. Nồng độ oxy thấp có thể ức chế, làm suy giảm khả năng sinh trưởng của vi 
khuẩn (Zhang et al., 2023). 

  

Hình 4. Ảnh hƣởng của độ thoáng khí đến mật độ vi khuẩn và hoạt độ protease của B. subtilis NT20 

Kết quả ở Hình 4 cho thấy, mật độ vi khuẩn tỷ lệ thuận với độ thoáng khí trong bình nuôi cấy. Mật độ vi khuẩn đạt 
cao nhất 1,63 khi nuôi cấy trong môi trường có độ thoáng khí 92% với thể tích môi trường nuôi cấy là 20 mL dịch 
môi trường nuôi cấy/thể tích bình nuôi cấy 250 mL, mật độ vi khuẩn giảm dần khi tăng lượng môi trường nuôi 
cấy. Hoạt độ protease của B. subtilis NT20 cao nhất ở môi trường có độ thoáng khí 92%. Lượng môi trường nuôi 
cấy ban đầu tối ưu là điều cần thiết cho quá trình sản xuất protease. Nếu lượng môi trường nuôi cấy quá ít, số 
lượng vi khuẩn không đủ, từ đó sẽ kéo dài thời gian lên men và làm giảm sản lượng sản phẩm mục tiêu tạo ra; 
ngược lại, lượng môi trường nuôi cấy quá lớn cũng sẽ gây ra tình trạng thiếu oxy hòa tan và ảnh hưởng đến quá 
trình tổng hợp sản phẩm mục tiêu. Việc tìm ra độ thoáng khí tối ưu là rất quan trọng trong quá trình lên men 
(Zhang et al., 2023). Điều này phù hợp với nghiên cứu của Suttikul và đồng tác giả (2022) ở chủng B. subtilis 
GD5 tạo ra nồng độ 2,3-BD cao nhất (7,28 g/L) ở điều kiện hiếu khí. Hoạt động của enzyme protease tăng khi 
dịch nuôi cấy tăng và đạt tối đa ở mức 5%. Khi dịch nuôi cấy tiếp tục tăng, hoạt động của enzyme protease có xu 
hướng giảm.  
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KẾT LUẬN 

Chủng B. subtilis NT20 trong nghiên cứu này cho thấy khả năng sinh trưởng và sinh protease ngoại bào cao nhất 
(OD600 2,0; 235,6 U/mL) khi nuôi cấy trong môi trường tối ưu chứa nguồn carbon là glucose với nồng độ 2%, 
nitrogen là peptone với nồng độ 2,5%, pH 8,0 và độ thoáng khí 92% (20/250 mL) ở nhiệt độ 30

o
C, nuôi lắc 200 

rpm và thời gian nuôi 24 giờ. 

Lời cảm ơn: Nghiên cứu này được tài trợ từ Trường Đại học Sư phạm, Đại học Huế qua đề tài khoa học và công nghệ cấp 

Trường với mã số T.24.TN.106.10.  
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EFFECT OF CULTURE CONDITIONS ON GROWTH AND EXTRACELLULAR 
PROTEASE PRODUCTION FROM Bacillus subtilis NT20  

Ngo Duc Quoc, Ho Thi Dieu Hien, Dinh Thi Hoa, Phung Thi Bich Hoa
* 

University of Education, Hue University 

SUMMARY 

This study aims to select the optimal culture conditions for the growth and improvement of extracellular protease 

production of the Bacillus subtilis NT20 strain. The effect of culture conditions on extracellular protease 

production was evaluated by measuring the biomass in the culture medium at 600 nm using a spectrophotometer 

and assessing the resulting protease activity. The selected culture conditions included carbon source, nitrogen 

source, pH and aeration in basical LB (Luria-Bertani) broth medium. The highest biomass and protease activity 

of B. subtilis NT20 strain (OD600 2.0; 235.6 U/mL, respectively) were found in the culture conditions using 

2.0% (w/v) glucose as the main carbon source, peptone concentration of 2.5% (w/v), pH 8 of liquid culture, 92% 

breathability, 37
o
C of incubation and shaking 200 rpm, 24 hours of culture time. 

Keywords: Bacillus subtilis, fermentation condition, cell biomass, protease, microorganism. 
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