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§ÆT VÊN §Ò 
Protease ®éng vËt, thùc vËt vµ protease vi sinh 

vËt ®ang ®­îc sö dông cã hiÖu trong nhiÒu lÜnh vùc 
nh­ c«ng nghiÖp chÕ biÕn thùc phÈm, n«ng nghiÖp vµ 
y d­îc häc… ViÖt Nam ®ang cã nhiÒu c«ng tr×nh 
nghiªn cøu vÒ protease tõ c¸c nguån ®Ó øng dông 
lµm thuèc vµ thùc phÈm chøc n¨ng. §Ó gãp phÇn 
nghiªn cøu vÒ protease vi sinh vËt, ®Æc biÖt lµ tõ 
chñng vi khuÈn Bacillus subtilis nh»m øng dông vµo 
thùc tÕ, chóng t«i thùc hiÖn ®Ò tµi víi môc tiªu lµ lùa 
chän ®­îc m«i tr­êng thÝch hîp nu«i cÊy chñng 
Bacillus subtilis ®Ó sinh tæng hîp protease cao. Thu 
nhËn, tinh chÕ vµ x¸c ®Þnh ®­îc ho¹t ®é protease ë 
mét sè giai ®o¹n nu«i cÊy vµ cña c¸c chÕ phÈm cã ®é 
tinh s¹ch kh¸c nhau. 

NGUY£N LIÖU Vµ PH¦¥NG PH¸P NGHI£N 
CøU 

1. Nguyªn liÖu. 
Vi sinh vËt: chñng Bacillus subtilis 
Hãa chÊt: hãa chÊt sö dông trong thÝ nghiÖm ë 

d¹ng tinh khiÕt  
ThiÕt bÞ: M¸y ®«ng kh« Jouan LP3, tñ l¹nh s©u, 

lamiar, nåi hÊp autoclave, m¸y ®o quang phæ UV-VIS, 
Ly t©m l¹nh 15R, m¸y ®o pH, c©n ph©n tÝch, dông cô 
vµ thiÕt bÞ nghiªn cøu th«ng dông t¹i labo Hãa sinh. 

2. Ph­¬ng ph¸p nghiªn cøu. 
- Ph­¬ng ph¸p ph©n lËp, nu«i cÊy vi sinh vËt 
+ CÊy truyÒn gièng ra agarose nghiªng: 
Pha 100 ml m«i tr­êng th¹ch nghiªng theo c«ng 

thøc: Pepton 1g, Cao thÞt 1g, agarose 2g, mangan 
sulphat (MnSO4) 0,005g, magnesi sulphat 
(MgSO4.7H2O): 0,001g, kalimonohydrophosphat 
(K2HPO4):0,02g, n­íc cÊt võa ®ñ: 100ml, ®un tan 
agarose, ph©n phèi m«i tr­êng agarose vµo mçi èng 
5-6 ml ®· khö trïng ë 115oC trong 30 phót. 

+ CÊy vi sinh vËt vµo c¸c m«i tr­êng nu«i cÊy 
kh¸c nhau: 

Cho vµo b×nh nãn 500ml mçi b×nh 100ml m«i 
tr­êng dinh d­ìng, khö trïng. CÊy vi sinh vËt vµo m«i 
tr­êng nu«i cÊy, ®Æt trong tñ Êm nu«i cÊy tÜnh ë 30oC. 
TiÕn hµnh nu«i cÊy trong 3 m«i tr­êng dinh d­ìng 
nh­ ë b¶ng 1:  

 
 

B¶ng 1: M«i tr­êng nu«i cÊy vi sinh vËt 
 

M«i 
tr­êng MH1 MH2 MH3 

Thµnh 
phÇn 
vµ sè 
l­îng 

Pepton      1,0g 
Pepton      1,0g 
NaCl       0,5g 
Dung dich A 

0,5ml 
Saccarose   

1,0g 
N­íc võa ®ñ 

100ml 
pH = 7,0 

Cao thÞt:    0,2g 
Cao ng«     2,0g 
NaCl         0,5g 

Saccarose      
0,5g 

(NH4)2SO4    
0,1g 

N­íc cÊt v®  
100ml 

pH =7.0 

Bét ®Ëu t­¬ng  
2,0g 

§­êng       2,0g 
(NH4)2HPO4   

0,09g 
CaCl2       0,01g 

N­íc cÊt v®   
100ml 

pH =7,0 

 
Ghi chó: Dung dÞch A : MgSO4.7H2O: 1,15g, 

MnSO4.4H2O: 0,28g, n­íc cÊt v® 100ml 
- Ph­¬ng ph¸p t¸ch chiÕt vµ tinh chÕ: 
Theo s¬ ®å sau: 
 

 DÞch lªn men  
§· nghiÒn víi thñy 

tinh mÞn 
Lµm l¹nh 

 

 
 
 

Lo¹i sinh khèi 

 Líp dung dÞch   
Ethanol 96% (3:1) trong 

3h    

 KÕt tña   
    

Ly t©m   Thu håi 
ethanol 

 Protease kÕt tña 
th« 

  

Hßa tan trong n­íc cÊt    

 Dung dÞch 
protease th« 

  

S¾c ký sephadex G-75     
Thu c¸c ph©n ®o¹n chøa enzym: protease tinh s¹ch cao 

 
H×nh 1: S¬ ®å quy tr×nh chiÕt vµ tinh chÕ enzyme 

 
- Ph­¬ng ph¸p x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh protease: 

ph­¬ng ph¸p Ancon c¶i tiÕn 
+ Nguyªn t¾c: X¸c ®Þnh ho¹t ®é ph©n gi¶i protein 

(casein) cña protease trªn cë së ®Þnh l­îng s¶n phÈm 
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t¹o thµnh trong ph¶n øng b»ng ph­¬ng ph¸p ®o ®é 
hÊp thô ph©n tö ë b­íc sãng 280nm. Dùa vµo ®å thÞ 
tiªu chuÈn tyrosin ®Ó x¸c ®Þnh l­îng tyrosin t­¬ng 
øng víi l­îng s¶n phÈm thñy ph©n d­íi t¸c dông cña 
enzyme. 

Ho¹t ®éng cña chÕ phÈm ®­îc biÓu diÔn b»ng 
®¬n vÞ ho¹t ®éng proteolytic (PAU). PAU lµ l­îng 
enzyme trong 1 phót ë 37oC cã kh¶ n¨ng ph©n gi¶i 
protein t¹o thµnh s¶n phÈm hßa tan trong acid 
tricloacetic, cã ®é hÊp thô quang ë b­íc sãng 280nm 
t­¬ng ®­¬ng 1mol tyrosin. 

+ C¸ch tiÕn hµnh:  
Pha dung dich c¬ chÊt: dung dich casein 2%: C©n 

chÝnh x¸c 2g casein cho vµo cèc 100ml, thªm 30ml 
dung dÞch NaOH 0,1N, ®un c¸ch thñy vµ khuÊy ®Òu 
cho ®Õn khi hßa tan hoµn toµn, ®Ó nguéi thªm dung 
dung dÞch HCL 0,1N (cho thËt tõ tõ vµ khuÊy liªn tôc) 
®Ó ®iÒu chØnh ®Õn pH x¸c ®Þnh, råi cho vµo b×nh ®Þnh 
møc 100ml thªm ®Öm phosphate 1/15M pH=7.5 cho 
®Õn v¹ch, kiÓm tra l¹i pH. 

B¶ng 2: C¸ch tiÕn hµnh ph¶n øng enzyme 
 

Thuèc thö (ml) èng tr¾ng èng thö 
Dung dich casein 2% ë 37oC ,  

10 phót 
2 ml 2ml 

DÞch men ë 37oC trong 10 phót 0 ml 0,2 ml 
§Ó 10 phót ë 37oC 

Dung dÞch acid tricloacetic 5% 7.5 ml 7.5 ml 
L¾c ®Òu ®Ó ë nhiÖt ®é phßng 10 phót 

Läc lÊy dÞch, ®o ®é hÊp thô ph©n tö ë b­íc sãng 280nm, cuvet 
agarose anh 1cm. 

  
TÝnh kÕt qu¶ ho¹t ®é protease:  
TÝnh sè ®¬n vÞ ho¹t ®éng protease (PAU/ml) cña 1 

ml dÞch enzyme ®· lÊy ®Ó x¸c ®Þnh ho¹t ®é theo c«ng 
thøc: 

PAU/ml Error! 
t : thêi gian ñ enzyme víi c¬ chÊt 
TÝnh ho¹t ®é (PAU/g) cña mçi gam chÕ phÈm: 
PAU/g = (HP/ml x 1000)/a 
a: sè mg chÕ phÈm lÊy ®Ó x¸c ®Þnh 
X©y dùng ®­êng chuÈn tyrosin: sö dông ph­¬ng 

ph¸p b×nh ph­¬ng tèi thiÓu ®Ó x¸c ®Þnh ®­êng håi quy 
tuyÕn tÝnh hay ®­êng chuÈn y = ax + b lµ ®­êng th¼ng 
gÇn nhÊt ®i qua c¸c ®iÓm thùc nghiÖm (xi; yi). trong 
®ã a,b lµ hÖ sè håi quy tuyÕn tÝnh. 

A = Sxy/Sxx 

Sxx = xi
2 – (xi)

2/N 
Sxy =  xiyi -  xiyi/N 
N : sè ®iÓm thùc nghiÖm 
KÕT QU¶ NGHI£N CøU 
1. X©y dùng ®­êng chuÈn tyrosin. 
TiÕn hµnh pha dung dÞch tyrosin 1mol/ml: C©n 

chÝnh x¸c 18,12 mg tyrosin tinh khiÕt, hßa tan trong 
HCl 0,2N cho vµo b×nh ®Þn h møc 100ml, thªm HCl 
0,2N ®Õn v¹ch 

Tõ dung dÞch tyrosin 1mol/ml tiÕp tuc pha lo·ng 
b»ng HCl 0,2N ®Ó thu ®­îc c¸c dung dÞch cã nång ®é 

pha lo·ng lµ: 0,1 ; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 ; 0,6 ; 0,7 ; 0,8 
mol/ml, ®o ®é hÊp thô ph©n tö cña c¸c dung dÞch 
nµy ë b­íc sãng 280nm, thu ®­îc ®é hÊp thô quang 
D nh­ trong b¶ng 3: 

B¶ng 3: MËt ®é quang D theo hµm l­îng tyrosin 
 

Nång ®é 
tyrosin 

(mol/ml) 
0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 

§é hÊp 
thô quang 

D 
0,122 0,222 0,349 0,438 0,545 0,700 

 
ThiÕt lËp ph­¬ng tr×nh ®­êng chuÈn tyrosin: y = 

6.144x – 2.228 
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H×nh 2 : §­êng chuÈn ®é hÊp thô quang D 

 theo nång ®é tyrosin  

 
2. Lùa chän m«i tr­êng nu«i cÊy thÝch hîp cho 

Bacillus subtilis ®Ó sinh tæng hîp protease cã 
ho¹t tÝnh cao nhÊt. 

TiÕn hµnh nu«i cÊy chñng Bacillus subtilis trong 3 
m«i tr­êng dinh d­ìng MT1, MT2, MT3 vµ tiÕn hµnh 
®o kh¶ n¨ng sinh tæng hîp protease cña vi khÈn trong 
c¸c m«i tr­êng ë nh÷ng thêi ®iÓm nhÊt ®Þnh, thu ®­îc 
kÕt qu¶ trong b¶ng 4: 

B¶ng 4: Ho¹t ®é protease theo thêi gian nu«i cÊy 
cña 3 m«i tr­êng kh¸c nhau 

 
T (giê) 18 21 24 26 28 32 36 48 
PAU/ml 
(MT1) 

0,2
30 

0,2
60 

0,2
80 

0,3
90 

0,3
82 

0,2
90 

0,2
60 

0,2
35 

PAU/ml 
(MT2) 

0,1
92 

0,2
29 

0,2
43 

0,3
20 

0,3
18 

0,2
36 

0,2
19 

0,1
86 

PAU/ml 
(MT3) 

0,1
75 

0,1
93 

0,2
14 

0,2
86 

0,2
78 

0,2
17 

0,1
85 

0,1
70 

 
So s¸nh kh¶ n¨ng sinh tæng hîp protease cña 

Bacillus subtilis trong 3 m«i tr­êng MT1, MT2, MT3 
trªn h×nh 3: 
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H×nh 3: Kh¶ n¨ng sinh tæng hîp protease  

cña Bacillus subtilis ë 3 m«i tr­êng 
Bacillus subtilis nu«i trong m«i tr­êng MT1 cã kh¶ 

n¨ng sinh tæng hîp protease lu«n cao nhÊt ë c¸c thêi 
®iÓm nghiªn cøu.  

3. Thu nhËn, tinh chÕ t¹o chÕ phÈm protease. 
TiÕn hµnh nu«i cÊy Bacillus subtilis nu«i trong 

m«i tr­êng MT1, ngõng nu«i ë thêi ®iÓm 25 – 26 giê 
b»ng ph­¬ng ph¸p lµm l¹nh m«i tr­êng, ph¸ vì tÕ 
bµo vµ tiÕn hµnh t¸ch chiÕt, tinh chÕ theo s¬ ®å h×nh 
1 ®· thu ®­îc chÕ phÈm protease tõ dÞch nu«i cÊy, 
x¸c ®Þnh mét sè ®Æc ®iÓm cña chÕ phÈm thu ®­îc 
trong ®ã cã x¸c ®Þnh ho¹t ®é protease, kÕt qu¶ thu 
®­îc ë b¶ng 5: 

B¶ng 5: Mét sè ®Æc tÝnh cña 2 chÕ phÈm protease 

Tªn chÕ phÈm ChÕ phÈm th« 
(PT) 

ChÕ phÈm tinh s¹ch 
cao (PC) 

Ph­¬ng ph¸p thu KÕt tña etanol 
l¹nh KÕt tña vµ Sephadex 

H×nh thøc Bét ngµ vµng Bét ®«ng kh« tr¾ng 
Ho¹t ®é protease 

(PAU) 
3,950 29,594 

§é tan trong n­íc DÔ tan, dung 
dÞch dôc lê 

Tan hoµn toµn, trong 
s¸ng 

  
BµN LUËN 
- VÒ ph©n lËp: §· thùc hiÖn nu«i cÊy ë c¸c m«i 

tr­êng, lùa chän ®­îc m«i tr­êng nu«i cÊy cho chÕ 
phÈm cã ho¹t ®é protease cao h¬n so víi chÕ phÈm 
kh¸c ®· thùc hiÖn tr­íc ®©y, ho¹t ®é protease cña 
chÕ phÈm lµ: 0,390 HP/ml. S¬ bé ®· x¸c ®Þnh ®­îc sù 
phô thuéc kh¶ n¨ng sinh tæng hîp protease cña B. 
subtilis vµo m«i tr­êng nu«i cÊy, më ra h­íng ®i míi 
nghiªn cøu vÒ yÕu tè ¶nh h­ëng kh¸c nh­: nhiÖt ®é, 
pH, ®é Èm… nh»m n©ng cao chÊt l­îng chÕ phÈm 
øng dông trong d­îc phÈm, thùc phÈm chøc n¨ng… 

- VÒ x¸c ®Þnh ho¹t ®é protease trong chÕ phÈm: 
Sö dông ph­¬ng ph¸p Anson c¶i tiÕn víi ­u ®iÓm rÎ 
tiÒn, dÔ tiÕn hµnh ë labo, kh¸ ®¬n gi¶n, nh­ng tèn 
nhiÒu thêi gian, ®é nh¹y ch­a cao do cã nhiÒu lo¹i 
liªn kÕt peptid kh¸c nhau cã trong casein, còng cã thÕ 
sö dông c¸c ph­¬ng ph¸p kh¸c nh­ Gross and Fuld, 
chuÈn ®é formol ®Ó cã ®é chÝnh x¸c cao h¬n…tuy 
nhiªn sö dông ph­¬ng ph¸p Anson c¶i tiÕn ®· ®­îc 

tiÕn hµnh ë labo hãa sinh cña ViÖt Nam t­¬ng ®èi 
thuËn l¬i vÒ nhiÒu mÆt vµ ®· tiÕn hµnh thµnh c«ng.  

- VÒ t¸ch chiÕt vµ tinh chÕ: §· sö dông ph­¬ng 
ph¸p s¾c ký Sephadex G – 75 hiÖn ®¹i ®Ó thu dÞch 
enzyme tinh khiÕt PC cao h¬n rÊt kho¶ng 7,5 lÇn so 
víi chÕ phÈm th« PT , kÕt qu¶ cã thÓ gióp cho chÕ 
phÈm protease thu tõ B. subtilis co nhiÒu triÓn väng 
sö dông ®Ó lµm thuèc vµ thùc phÈm chøc n¨ng, phôc 
vô c«ng t¸c phßng vµ ch÷a bÖnh. 

KÕT LUËN 
- §· lùa chän ®­îc m«i tr­êng MT1 thÝch hîp ®Ó 

nu«i cÊy chñng Bacillus subtilis cã ho¹t lùc protease 
cao.  

- §· thu nhËn ®­îc chÕ phÈm protease tõ m«i 
tr­êng nu«i cÊy thÝch hîp víi ho¹t ®é proease cao lµ 
0,390 PAU/ml. 

- §· t¸ch chiÕt ®­îc chÕ phÈm PT b»ng ph­¬ng 
ph¸p kÕt tña Ethanol 96% cã ho¹t ®é protease 3,950 
PAU/g vµ kÕt hîp víi kü thuËt s¾c ký trªn sephadex 
G – 75 ®· tinh chÕ ®­îc chÕ phÈm PC ®¹t ho¹t ®é 
protease cao lµ nhÊt lµ 29,594 PAU cã phÈm chÊt tèt 
cã kh¶ n¨ng øng dông cao. 

Summary 
Bacillus subtilis is one of the most studied Gram 

(–) positive bacteria with its proteases. They 
disintegrate protein and macromolecues in grown 
environment, easy absorption. This study shows that: 
Protease activity increase with content protein and 
macromolecule in grown environments increase. 
Proteases were isolated and refined by used 
Sephadex G - 75 from grown environment. The 
proteolytic activity of the production is 0.390 PAU/ml 
in suit grown environment and on 26 hours. Two 
preparations was created by the isolation and refined 
method which proteolytic activity of the crude was 
3.950 PAU/g and the refined was 29.594 PAU/g pure 
more than crude 7.5 fold. 
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