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Tóm tắt. Ảnh hưởng của 2 tác nhân vật lí quan trọng là nhiệt độ và pH đến khả năng sinh 

tổng hợp, hoạt tính và độ bền của α-amylase từ chủng vi khuẩn Bacillus subtilis V37 đã 

được nghiên cứu trong bài báo này. Kết quả nghiên cứ cho thấy, hoạt tính enzyme thu được 

đạt giá trị lớn nhất khi nuôi chủng vi khuẩn B. subtilis V37 ở nhiệt độ 35 oC và pH 7,0. 

Hoạt tính enzyme đạt giá trị cực đại khi thực hiện phản ứng ở pH 6,0 và nhiệt độ 70 oC. 

Dịch enzyme thô sẽ giữ được hoạt tính tốt nhất khi bảo quản trong dung dịch đệm có pH từ 

5,0 đến 7,0. Alpha-amylase từ chủng vi khuẩn B. subtilis V37 tương đối bền nhiệt: enzyme 

giữ được khoảng 100% hoạt tính sau 1 giờ ủ ở nhiệt độ 30 và 40 oC, giữ lại được khoảng 

34% hoạt tính sau 1 giờ ủ ở nhiệt độ 80 oC. Với những đặc tính này, α-amylase từ chủng vi 

khuẩn B. subtilis V37 có tiềm năng ứng dụng trong nhiều lĩnh vực của cuộc sống ví dụ như 

sản xuất thực phẩm, công nghệ lên men, thức ăn chăn nuôi.  

Từ khóa: α-amylase, Bacillus subtilis, nhiệt độ, pH. 

1.   Mở đầu  

Tinh bột là polymer của các đơn phân glucose, tinh bột được tổng hợp và dự trữ bởi rất 

nhiều loài thực vật đặc biệt những cây thuộc họ ngũ cốc. Tinh bột được cấu tạo từ 2 thành phần 

là amylose và amylopectin, hàm lượng 2 thành phần này khác nhau tùy nguồn tinh bột; tinh bột 

từ gạo, khoai tây, ngô thường có khoảng 20 - 30% amylose và amylopectin chiếm khoảng 

70 - 80% [1]. Amylose là dạng polymer mạch thẳng, không tan trong nước và được cấu tạo từ 

các đơn phân glucose thông qua liên kết α-1,4 glucoside. Trong khi đó amylopectin là dạng 

polymer tan trong nước, trong cấu trúc của nó ngoài các liên kết α-1,4 glucoside thì còn có các 

liên kết α-1,6 glucoside để hình thành cấu trúc mạch nhánh [1, 2].  

Các enzyme thủy phân tinh bột thuộc nhóm hydrolase và thường có tên gọi chung là 

amylase. Hệ enzyme amylase được chia thành 3 loại chính là α-amylase, β-amylase và γ-amylase. 

Alpha-amylase (EC 3.2.1.1) là enzyme có khả năng phân cắt ngẫu nhiên các liên kết α-1,4 

glucoside ở trong mạch để tạo ra sản phẩm là các glucose, maltose hoặc dextrin. Beta-amylase 

(EC 3.2.1.2) là enzyme có khả năng phân cắt các liên kết α-1,4 glucoside thứ 2 từ đầu tận cùng 

không khử nên sản phẩm tạo ra chủ yếu là maltose. Gamma-amylase (EC 3.2.1.3) có khả năng 

phân cắt liên kết α-1,6 glucoside và α-1,4 glucoside từ đầu tận cùng không khử trên mạch 

amylose và amylopectin để tạo ra sản phẩm cuối cùng là các phân tử glucose [3]. Amylase là 

enzyme có thị phần rất lớn trên thị trường thương mại, amylase chiếm khoảng 17% tổng lượng 

enzyme được sản xuất trên thế giới [4]. Trong đó α-amylase là enzyme được ứng dụng nhiều 

trong công nghiệp hiện nay, ví dụ như công nghiệp sản xuất ethanol, công nghệ thực phẩm, 

chăn nuôi, giặt tẩy, công nghiệp giấy và dệt may [5].  
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Rất nhiều sinh vật có khả năng sinh tổng hợp α-amylase như động vật, thực vật, nấm, vi 

khuẩn. Tuy nhiên nguồn α-amylase dùng trong công nghiệp hiện nay chủ yếu là từ vi sinh vật 

(vi khuẩn hoặc nấm). Các chủng vi khuẩn sinh tổng hợp α-amylase công nghiêp chủ yếu thuộc 

chi Bacillus, điển hình là các loài B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis hay B. 

stearothermophilus [3, 5]. Alpha-amyase từ các chủng vi khuẩn thuộc loài B. subtilis thường 

hoạt động tối ưu trong dải pH từ 6 - 8 và khoảng nhiệt độ từ 55 đến 60 oC [6-8].        

Hiện nay chúng tôi đang lưu giữ chủng vi khuẩn Bacillus sublitis V37 có khả năng sinh tổng 

hợp α-amylase mạnh. Để có thể ứng dụng α-amylase từ chủng vi khuẩn B. sublitis V37 vào thực 

tiễn thì cần có những nghiên cứu sơ bộ đánh giá hoạt tính và độ bền của enzyme. Trong bài báo 

này chúng tôi tập trung nghiên cứu đánh giá ảnh hưởng của pH và nhiệt độ đến khả năng sinh 

trưởng và sinh tổng hợp α-amylase của chủng B. sublitis V37, đồng thời nghiên cứu đánh giá 

ảnh hưởng của pH và nhiệt độ đến hoạt tính và độ bền của α-amylase thu được.    

2.    Nội dung nghiên cứu 

2.1.  Vật liệu và phương pháp nghiên cứu  

2.1.1. Vật liệu nghiên cứu 

Các hóa chất sử dụng trong nghiên cứu bao gồm: cao thịt, peptone, NaCl, (NH4)6 Mo7O24, 

Na2HAsO4, H2SO4, CuSO4·5H2O, Na2CO3·10H2O, NaHCO3, KNaC4H4O6·4H2O, Na2SO4, 

CH3COONa, CH3COOH, K2HPO4 và KH2PO4. Các hóa chất được cung cấp bởi hãng Merck (Đức). 

Chủng vi khuẩn B. sublitis V37 sử dụng cho nghiên cứu được lưu giữ trong dung dịch 15% 

glycerol và bảo quản ở -80oC. 

2.1.2. Ảnh hưởng của pH và nhiệt độ đến khả năng sinh tổng hợp α-amylase của chủng 

B. subtilis V37 

Chủng vi khuẩn B. sublitis V37 được nuôi cấy giữ giống trên môi trường MPA đặc có 

thành phần các chất dinh dưỡng tính theo 1 lít: 5 g cao thịt, 5 g peptone; 5 g NaCl, 20 g thạch, 

pH 7,0. Để nghiên cứu ảnh hưởng của pH đến khả năng sinh tổng hợp α-amylase thì sử dụng 

môi trường MPA lỏng có các giá trị pH khác nhau từ 4,0 đến 8,0 (bước nhảy 0,5). Chủng B. 

sublitis V37 được nuôi trong môi trường có pH khác nhau ở 30oC với tốc độ lắc 180 vòng/phút 

trong 24 giờ. Dịch nuôi cấy sẽ được thu lại và tiến hành li tâm với tốc độ 8000 vòng/phút trong 10 

phút, dịch lỏng thu được được sử dụng để đánh giá hoạt tính α-amylase.     

Môi trường MPA lỏng có pH bằng 7,0 được sử dụng để nghiên cứu ảnh hưởng của nhiệt độ 

đến khả năng sinh tổng hợp α-amylase. Chủng B. sublitis V37 được nuôi ở các nhiệt độ khác 

nhau (30, 35, 40 và 45 oC) với tốc độ lắc 180 vòng/phút trong 24 giờ. Dịch nuôi cấy sẽ được thu 

lại và tiến hành li tâm với tốc độ 8000 vòng/phút trong 10 phút, dịch lỏng thu được được sử dụng 

để đánh giá hoạt tính α-amylase. 

Hoạt tính enzyme trong thí nghiệm này được xác định trong điều kiện pH 7,0 và nhiệt độ 

50 oC, lượng đường khử tạo ra bằng phương pháp Nelson-Somogyi.     

2.1.3. Ảnh hưởng của pH đến hoạt tính và độ bền của α-amylase   

Ảnh hưởng của pH đến hoạt tính enzyme: Trộn 50 µL dịch enzyme đã được pha loãng với 

450 µL dung dịch 1% tinh bột tan được pha trong dung dịch đệm có pH khác nhau từ 3,5 - 8,0 

(bước nhảy 0,5). Các dung đệm sử dụng là: dung dịch đệm acetate có pH từ 3,5 - 5,5 và dung dịch 

đệm phosphate có pH từ 5,5 - 8,0. Ủ dung dịch phản ứng ở 50 oC trong 5 phút sau đó xác định 

lượng đường khử tạo ra bằng phương pháp Nelson-Somogyi. Dựa vào lượng đường tạo ra để xác 

định hoạt tính của enzyme. 

Ảnh hưởng của pH đến độ bền enzyme: Trộn dịch enzyme với dung dịch đệm 0,2 M có pH 

khác nhau từ 3,5 - 8,0 theo tỉ lệ 1:1 và ủ ở 30 oC trong 1 giờ, mẫu đối chứng là dịch enzyme được 

giữ ở 4 oC. Sau khi ủ, pha loãng dịch enzyme trong dung dịch đệm phốt phát pH 6,0, trộn 50 µL 
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dịch enzyme pha loãng với 450 µL dung dịch 1% tinh bột tan được pha trong dung dịch đệm phốt 

phát pH 6,0. Ủ dung dịch phản ứng ở 50 oC trong 5 phút sau đó xác định lượng đường khử tạo ra 

bằng phương pháp Nelson-Somogyi. Dựa vào lượng đường tạo ra để xác định hoạt tính còn lại 

của enzyme. 

2.1.4. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính và độ bền của α-amylase   

Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính enzyme: Trộn 50 µL dịch enzyme đã được pha loãng 

với 450 µL dung dịch 1% tinh bột tan được pha trong dung dịch đệm phốt phát pH 6,0. Ủ dung 

dịch phản ứng ở các nhiệt độ khác nhau từ 30 đến 100 oC (bước nhảy 10 oC) trong 5 phút sau đó 

xác định lượng đường khử tạo ra bằng phương pháp Nelson-Somogyi. Dựa vào lượng đường tạo 

ra để xác định hoạt tính của enzyme. 

Ảnh hưởng của nhiệt độ đến độ bền enzyme: Trộn dịch enzyme với dung dịch đệm phốt phát 

0,2M có pH = 6,0 theo tỉ lệ 1:1 và ủ ở các nhiệt độ khác nhau từ 30 đến 100 oC (bước nhảy 10 oC) 

trong 1 giờ, mẫu đối chứng được giữ ở 4 oC. Sau khi ủ, pha loãng dịch enzyme trong dung dịch 

đệm phốt phát pH 6,0, trộn 50 µL dịch enzyme pha loãng với 450 µL dung dịch 1% tinh bột tan 

được pha trong dung dịch đệm phốt phát pH 6,0. Ủ dung dịch phản ứng ở 70 oC trong 5 phút sau 

đó xác định lượng đường khử tạo ra bằng phương pháp Nelson-Somogyi. Dựa vào lượng đường 

tạo ra để xác định hoạt tính còn lại của enzyme.  

2.1.5. Phương pháp xác định hoạt tính enzyme 

Hoạt tính enzyme được xác định theo phương pháp Nelson-Somogyi, phương pháp này do 

Nelson đề xuất năm 1944 [9] và được Somogyi cải tiến vào năm 1952 [10]. Dung dịch hóa chất 

dùng cho phản ứng gồm có 2 phần là dung dịch Nelson và dung dịch Somogyi, các dung dịch 

được chuẩn bị theo hướng dẫn [9, 10].       

Bổ sung 500 µL dung dịch Somogyi vào hỗn hợp 500 µL dung dịch enzyme-cơ chất (sau 5 

phút phản ứng ở nhiệt độ và pH thích hợp), giữ trong nồi nước sôi 10 phút, sau đó cho vào nước 

lạnh trong 5 phút. Bổ sung dung dịch 500 µL Nelson và giữ ở nhiệt độ phòng trong 20 phút. Bổ 

sung 2,5 ml nước cất 2 lần, lắc đều và đo mật độ quang (OD) ở bước sóng 500 nm.  

Glucose (Merck, Đức) được sử dụng để xây dựng đồ thị chuẩn. 

Một đơn vị hoạt độ của amylase (1 IU) được qui định là hàm lượng amylase cần thiết để giải 

phóng ra 1 µmol đường khử trong 1 phút ở điều kiện thí nghiệm.  

Tất cả các thí nghiệm đều được lặp lại ít nhất 3 lần, các số liệu trình bày trong bài báo là giá 

trị trung bình của những lần thí nghiệm.  

2.2. Kết quả nghiên cứu và thảo luận 

2.2.1. Ảnh hưởng của pH và nhiệt độ đến khả năng sinh tổng hợp amylase 

Nhiệt độ và pH là những yếu tố môi trường có tách dụng mạnh mẽ đến sự sinh trưởng và 

sinh tổng hợp enzyme của vi sinh vật [11, 12]. Giá trị pH của môi trường nuôi cấy không chỉ 

ảnh hưởng đến sự sinh trưởng của vi sinh vật, pH môi trường còn có ảnh hưởng đến độ bền của 

enzyme [11]. Do vậy sự ảnh hưởng của pH đến khả năng sinh tổng hợp α-amylase của chủng vi 

khuẩn B. sublitis V37 đã được nghiên cứu. Kết quả trong Hình 1A cho thấy, hoạt tính amylase đạt 

giá trị cực đại là 16,5 IU/mL ở pH = 7,0. Hoạt tính amylase thu được ở giá trị pH acid yếu (6,5 và 6) 

cao hơn so với hoạt tính thu được ở pH kiềm yếu (7,5 và 8). Kết quả nghiên cứu thu được trong 

nghiên cứu này cũng tương tự như các nghiên cứu gần đây, các chủng vi khuẩn Bacillus subtilis 

thường sinh tổng hợp amylase tốt nhất trên môi trường có pH trung tính hoặc acid yếu [12, 13].  

Hình 1B thể hiện hoạt tính enzyme của chủng vi khuẩn B. sublitis V37 khi nuôi cấy trên 

môi trường có nhiệt độ khác nhau. Hoạt tính α-amylase tăng từ 16,5 IU/mL ở nhiệt độ 30 oC lên 

giá trị cực đại là 24,6 IU/mL khi tăng nhiệt độ lên 35 oC, hoạt tính enzyme giảm dần khi tăng nhiệt 

độ lên 40 và 45 oC. Như vậy, có thể thấy nhiệt độ khoảng 35 oC là thích hợp nhất cho sự sinh 

trưởng và sinh tổng hợp amylase của chủng vi khuẩn B. sublitis V37. Trong một số trường hợp 

đặc biệt, một số chủng vi khuẩn B. sublitis có thể sinh trưởng và sinh tổng hợp amylase ở điều 
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kiện nhiệt độ cao: ví dụ như chủng B. sublitis T41a sinh tổng hợp amylase tốt nhất ở nhiệt độ 

58 oC [13], chủng B. sublitis Y25 sinh tổng hợp amylase cực đại ở 45 oC [6]. Tuy nhiên, trong đa 

số các trường hợp thì chủng vi khuẩn thuộc loài B. sublitis thường sinh enzyme tốt nhất ở khoảng 

nhiệt độ 35 - 37 oC [7, 12].            

 

 
Hình 1. Ảnh hưởng của pH (A) và nhiệt độ (B) đến khả năng sinh tổng hợp α-amylase  

của chủng vi khuẩn B. sublitis V37  

 

2.2.2. Ảnh hưởng của pH đến hoạt tính và độ bền của α-amylase thô 

Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của pH đến hoạt tính α-amylase được thể hiện trong Hình 2A. 

α-amylase từ chủng vi khuẩn B. sublitis V37 biểu hiện hoạt tính tốt nhất trong điều kiện pH từ 5,5 

đến 6,5, hoạt tính enzyme đạt giá trị cực đại (30,7 IU/mL) ở pH 6. Emzyme giữ được 79,5% hoạt 

tính ở pH 5 và 22,1% hoạt tính ở pH 4, trong khi đó enzyme chỉ giữ được 61,2% hoạt tính ở pH 8 

khi so với hoạt tính cực đại ở pH 6 (100%). 

Không chỉ hoạt động tốt ở pH 6, α-amylase từ chủng vi khuẩn B. sublitis V37 cũng bền nhất 

khi giữ ở pH 6. Enzyme này giữ được 100% hoạt tính sau 1 giờ ủ ở 30 oC trong đệm phosphate 

pH 6. Khoảng 78% hoạt tính được giữ lại ở pH 5 và giảm xuống còn khoảng 6% khi giữ ở pH 4; 

trong khi đó chỉ 79% và 47,8% hoạt tính được giữ lại khi ủ trong đệm phốt phát pH 7 và pH 8 

(Hình 2B). Các kết quả nghiên cứu cho thấy α-amylase từ chủng vi khuẩn B. sublitis V37 bền và 

hoạt động tốt nhất trong khoảng pH từ 5,0 đến 6,5. Rất nhiều các nghiên cứu trước đây cũng nhận 

thấy rằng, α-amylase sinh tổng hợp từ B. sublitis bền và hoạt động tốt ở pH từ 5,0 đến 6,5 [7, 14, 15]. 

Alpha-amylase hoạt động tốt trong khoảng pH này thường thích hợp trong các ứng dụng liên quan 

đến công nghiệp sản xuất ethanol, công nghệ thực phẩm, chăn nuôi và dệt may [3, 15].    
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Hình 2. Ảnh hưởng của pH đến hoạt tính (A) và độ bền (B) của α-amylase thô  

thu được từ chủng vi khuẩn B. sublitis V37 

 

2.2.3. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính và độ bền của α-amylase thô 

Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính α-amylase từ chủng vi khuẩn B. sublitis V37 cũng đã 

được nghiên cứu. Kết quả trong hình 3A cho thấy α-amylase từ chủng vi khuẩn B. sublitis V37 thể 

hiện hoạt tính trong dải nhiệt độ rất rộng từ 30 đến 90 oC; tuy nhiên, enzyme mất hoàn toàn hoạt 

tính ở 100 oC. Ở 30 oC, α-amylase thể hiện được 64% hoạt tính, hoạt tính tăng lên 90% ở 60 oC, 

100% ở 70 oC, sau đó giảm xuống còn 70% ở 80 oC và chỉ còn khoảng 5,6% ở 90oC. Đa số 

α-amylase từ vi khuẩn B. sublitis thể hiện hoạt tính mạnh nhất trong khoảng nhiệt độ từ 50 đến 60 oC 

[7, 8, 13, 15, 16], cá biệt có chủng B. sublitis thể hiện hoạt tính tốt nhất ở 37 oC [8]. 
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Hình 3. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính (A) và độ bền (B) của α-amylase thô thu được 

từ chủng vi khuẩn B. sublitis V37 

Không chỉ thể hiện hoạt tính enzyme trong dải nhiệt độ rộng và cao, α-amylase từ chủng vi 

khuẩn B. sublitis V37 cũng khá bền khi giữ ở nhiệt độ cao. Hoạt tính enzyme được giữ lại nguyên 

vẹn 100% sau 1 giờ ủ ở nhiệt độ 30 oC và 40 oC khi so sánh với mẫu đối chứng giữ ở 4 oC, hoạt 

tính enzyme còn lại lần lượt là 91,6% và 34% sau 1 giờ ủ ở nhiệt độ 70 và 80 oC, hoạt tính enzyme 

mất hoàn toàn khi giữ ở 90 và 100 oC (Hình 3B). Trong nghiên cứu gần đây, Trabelsi và cộng sự [15] 

đã giữ α-amylase tinh sạch từ chủng B. sublitis US586 ở các nhiệt độ 50, 55 và 60 oC. Sau thời 

gian 1 giờ, hoạt tính enzyme giảm còn khoảng 96% ở 50oC, 82% ở 55 oC và chỉ còn khoảng 40% 

ở 60 oC. Trong khi đó ở nghiên cứu này α-amylase giữ lại 96,5% hoạt tính sau 1 giờ ủ ở 60 oC. 

Bền ở nhiệt độ cao (60 - 80 oC) và có khả năng hoạt động trong dải nhiệt rộng là ưu điểm 

của α-amylase sinh tổng hợp bởi chủng vi khuẩn B. sublitis V37. Ưu điểm này đảm bảo để 

enzyme có thể ứng dụng trong nhiều lĩnh vực khác nhau của đời sống.  

3.  Kết luận 

Chủng vi khuẩn B. sublitis V37 sinh tổng hợp α-amylase tốt nhất khi nuôi cấy ở 35 oC, môi 

trường có pH ban đầu là 7,0. Enzyme sinh tổng hợp được thể hiện hoạt tính tốt nhất ở pH 6,0 và 

nhiệt độ 70 oC.  Hoạt tính enzyme gần như không thay đổi khi giữ ở pH từ 5,5 đến 6,5, nhiệt độ 

dưới 70 oC trong 1 giờ.  

Lời cảm ơn. Nghiên cứu này được tài trợ kinh phí từ Bộ Giáo dục và Đào tạo (đề tài mã số 

B2020-SPH-07). 
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ABSTRACT 

 

Effect of temperature and pH on the production, activity,  

and stability of α-amylase from Bacillus subtilis V37 

Doan Van Thuoc and Nguyen Phuc Hung 

Faculty of Biology, Hanoi National University of Education 

The effect of physical parameters such as temperature and pH on the production, activity, 

and stability of α-amylase from Bacillus subtilis V37 was investigated. The results indicated 

that the optimum culture conditions for enzyme activity were pH 7.0 and 35 oC. The optimum 

pH and temperature for enzyme activity were 6.0 and 70 oC. The crude enzyme was found to be 

stable in the pH range of 5.0 to 7.0. The enzyme was stable for 1 h at a temperature from 30 to 80 oC; 

nearly 100% of enzyme activity remained at temperatures of 30 - 40 oC, and about 34% of 

original activity remained at a temperature of 80 oC. These features demonstrated that α-amylase 

from B. subtilis V37 can be applied in many areas such as the food, fermentation, and animal 

feed industries.  

Keywords: α-amylase, Bacillus subtilis, pH, temperature. 

 


