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ABSTRACT 

Rice bran is one of large by-product from rice industry which consists of high content 
of protein. In order to improve the value from this protein source, the study on the 
hydrolysis of protein extracted from rice bran of rice variety IR 50404 using 
enzymatic method was done. Firstly, to find out the optimal conditions for papain and 
neutrase to hydrolize rice bran protein substrate, the experiment was set up with 
substrate concentration (1.75-2.5%), enzyme concentration (50-150 U) and 
hydrolyzing time (60-240 min). The hydrolytic protein solution was then spray dried 
at 170oC used as culture medium for Bacillus subtilis (incubating for 72 hours, 
sampling time 4 hours apart). The results showed that papain and neutrase were the 
most effective hydrolysis at 2.5% and 2% of substrate content, 100 U and 125 U of 
enzyme concentration in the same time of 180 minutes for hydrolysis efficiency was 
20.97% and 14.66%, respectively. The results also showed that the hydrolytic 
solution of rice bran protein by papain and neutrase had high nutritional properties 
in case of using for Bacillus subtilis cultivation similar to commercial pepton (the 
count of Bacillus subtilis: 1x108 cfu/mL and 8.6x107 cfu/mL, reaching the maximum 
after 24 hours of incubation). This research indicates that protein from rice bran by-
product could be used as a good value composition for cultivation of bacteria. 

TÓM TẮT 

Cám gạo là một trong những nguồn phụ phẩm từ công nghiệp chế biến gạo với 
hàm lượng protein cao. Để nâng cao giá trị của nguồn phụ phẩm này, nghiên 
cứu thủy phân protein từ cám gạo của giống lúa IR 50404 và thử nghiệm trên 
nuôi cấy vi sinh vật đã được thực hiện. Trước tiên, tiến hành nghiên cứu xác 
định các điều kiện tối ưu về nồng độ cơ chất (1,75-2,5%), nồng độ enzyme sử 
dụng (50-150 U) và thời gian thủy phân (60-240 phút) khi sử dụng papain và 
neutrase trên cơ chất protein được chiết tách từ cám gạo. Sau đó, dịch thủy 
phân được sấy phun ở 170oC làm môi trường nuôi cấy Bacillus subtilis (thời 
gian ủ 72 giờ, 4 giờ thu mẫu một lần). Kết quả nghiên cứu cho thấy enzyme 
papain và neutrase lần lượt có hoạt động thủy phân hiệu quả nhất ở nồng độ 
cơ chất 2,5% và 2%, nồng độ enzyme sử dụng 100 U và 125 U trong cùng thời 
gian 180 phút cho hiệu suất thủy phân đạt 20,97% và 14,66%. Nghiên cứu 
cũng chỉ ra rằng, dịch thủy phân protein cám gạo bằng enzyme papain và 
neutrase đều có đặc tính dinh dưỡng tương đương pepton thương mại khi được 
sử dụng là môi trường nuôi cấy vi khuẩn Bacillus subtilis (mật số 1x108 
(cfu/mL) và 8,6x107 (cfu/mL), cùng đạt cực đại sau 24 giờ nuôi ủ). Protein từ 
cám gạo có thể sử dụng như thành phần dinh dưỡng có giá trị cho vi khuẩn. 

Trích dẫn: Nguyễn Thị Lệ Ngọc, Lê Nguyễn Đoan Duy và Nguyễn Công Hà, 2019. Nghiên cứu thủy phân 
protein cám gạo bằng enzyme sử dụng trong nuôi cấy Bacillus subtilis. Tạp chí Khoa học Trường 
Đại học Cần Thơ. 55(Số chuyên đề: Công nghệ Sinh học)(2): 267-275. 
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1 GIỚI THIỆU 

Lúa (Oryza sativa L.), được trồng phổ biến nhất 
và có mặt tại hơn một trăm quốc gia, là lương thực 
chính cho hơn một nửa dân số thế giới. Cám gạo là 
một trong những đồng sản phẩm nhiều nhất được 
sản xuất trong ngành công nghiệp chế biến lúa gạo, 
chiếm 10-12% tổng trọng lượng (Chiou et al., 
2013). Việt Nam là quốc gia có sản lượng lúa gạo 
xuất khẩu đứng hàng đầu thế giới nên có nguồn phụ 
thải nông nghiệp cám gạo dồi dào. Cám gạo có hàm 
lượng protein khoảng 12-20% có thể sử dụng như 
một nguồn protein tiềm năng với chất lượng cao, giá 
rẻ cho nguồn thực phẩm mới (Saunders, 1990). 
Protein cám gạo được biết đến với khả năng ít gây 
dị ứng có thể hữu ích trong các khẩu phần thức ăn 
cho trẻ sơ sinh và có tác dụng chống ung thư 
(Betschart et al., 1977; Kawamura and Muramoto, 
1993 và Helm and Burks, 1996). Cám gạo có chứa 
một lượng các chất dinh dưỡng và các hợp chất có 
hoạt tính sinh học, những thành phần có hoạt tính 
kháng khuẩn, chống ung thư, hoặc các hoạt tính tăng 
cường sức khỏe khác như: protein, chất xơ và chất 
hóa học có nguồn gốc thực vật với hoạt tính chống 
oxy hóa mạnh, chống tiểu đường, chống viêm đã 
được chứng minh ở cả thử nghiệm in vitro và in vivo 
(Hamada, 1997; Choi et al., 2010; Islam et al., 2011; 
Justo et al., 2013; Boonloh et al., 2014).  

Các sản phẩm thủy phân protein cám gạo là một 
nguồn giàu các peptide có hoạt tính sinh học 
(Boonla et al., 2015). Tuy nhiên, các nghiên cứu về 
các điều kiện của enzyme sử dụng đối với cơ chất 
protein cám gạo để đạt hiệu quả thủy phân tốt nhất 
và ảnh hưởng của sản phẩm thủy phân lên vi sinh 
vật vẫn chưa được quan tâm. Trong số các phương 
pháp thủy phân protein, phương pháp hóa học (sử 
dụng acid hoặc kiềm cao, ở nhiệt độ cao) cho thời 
gian thủy phân nhanh nhưng hầu hết các vitamin và 
một số acid amine bị phá hủy, sản phẩm có hàm 
lượng muối đáng kể, chi phí năng lượng và thiết bị 
cao do phải chịu nhiệt và chống acid ăn mòn, mức 
độ độc hại cao và gây ô nhiễm môi trường, có thể 
sinh ra độc tố (Nguyễn Đức Lượng và ctv, 2004).  

Nguồn enzyme từ các chế phẩm enzyme thương 
mại đã được sử dụng để thay thế cho các tác nhân 
hóa học và hiệu suất tối đa đạt 70%, nhiều loại 
enzyme được kết hợp với nhau để tăng hiệu suất 
thủy phân như: protease, cellulase, amylase. Phương 
pháp này ít làm biến đổi acid amine, sản phẩm an 
toàn và giá trị dinh dưỡng không giảm nhiều. Mặt 
khác, phương pháp vi sinh (sử dụng vi sinh vật) có 
hiệu suất thủy phân thấp, thời gian thủy phân kéo 
dài (thường 3-6 tháng). Vì vậy, phương pháp 
enzyme mà cụ thể là enzyme papain và neutrase đã 
được lựa chọn. Papain có nguồn gốc từ thực vật, 

thủy phân protein thành các polypeptide và các acid 
amine, nó đóng vai trò vừa như endopeptidase vừa 
như exopeptidase. So với các protease có nguồn gốc 
động vật và vi sinh vật khác thì papain có khả năng 
thủy phân sâu hơn; tính đặc hiệu cơ chất của papain 
rất rộng. Neutrase là một protease trung tính thuộc 
vi khuẩn được sản xuất từ một giống vi khuẩn có 
chọn lọc Bacillus amyloliquefaciens, được dùng để 
nâng cao chất lượng sản phẩm protein từ động vật 
và thực vật; thủy phân protein trong quá trình tinh 
chế DNA từ tế bào động và thực vật (Nguyễn Đức 
Lượng và ctv, 2004). 

Bên cạnh đó, sản phẩm thủy phân sẽ được sử 
dụng để làm môi trường thử nghiệm cho sự sinh 
trưởng của vi sinh vật. Trong các vi sinh vật, 
Bacillus subtilis được chọn để tiến hành thí nghiệm, 
vì là vi sinh vật được sử dụng rộng rãi cho người, 
động vật cũng như trong xử lý môi trường, cho thấy 
đây là vi sinh vật an toàn cho việc sản xuất cũng như 
dùng trong công nghiệp thực phẩm (Denner and 
Gillanders, 1996 và Barredo, 2005). 

Nghiên cứu này được thực hiện nhằm xác định 
các điều kiện tối ưu cho hoạt động thủy phân của 
enzyme papain và neutrase khi cơ chất là protein 
cám gạo. Đồng thời, đánh giá sự ảnh hưởng của dịch 
thuỷ phân protein cám gạo bằng hai enzyme này lên 
quá trình phát triển của Bacillus subtilis.  

2 VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 
NGHIÊN CỨU 

Cám gạo của giống lúa IR50404 được thu nhận 
từ công ty TNHH chế biến lương thực Trường 
Thắng, huyện Thới Lai, thành phố Cần Thơ.  

Các enzyme thương mại papain và neutrase 
(Trung Quốc); môi trường dinh dưỡng peptone 
thương mại (Trung Quốc) và môi trường nuôi cấy vi 
sinh vật nutrient broth, trypticase soy broth, agar 
(Đức); enzyme α-amylase và glucoamylase 
(Termamyl) được mua từ hãng Novozyme. Các hóa 
chất còn lại đều đạt độ tinh khiết được sử dụng cho 
phân tích, được cung cấp bởi công ty Cemaco Việt 
Nam chi nhánh Cần Thơ. 

2.1 Thu nhận protein từ cám gạo 

Quá trình thu nhận protein cám gạo được thực 
hiện qua 3 bước:  

Loại dầu cám gạo: cám gạo được hòa trong dung 
môi n-hexan (w/v=1:3); đem làm lạnh đến nhiệt độ 
25C khuấy ở 200 rpm trong 1 giờ; ly tâm lạnh ở 
6000 rpm, 5C trong thời gian 5 phút; thu bã cám. 
Sau đó lặp lại quy trình một lần nữa, thu bã cám và 
để bay hơi dung môi qua đêm. Cám gạo đã tách béo 
được xay, sàng lọc, đóng gói và bảo quản ở 5C để 



Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ  Tập 55, Số chuyên đề: Công nghệ Sinh học (2019)(2): 267-275 

 269 

sử dụng cho thí nghiệm (Wang et al.,1999 và cải tiến 
theo điều kiện thí nghiệm thực tế). 

Thu nhận protein cám gạo: cám gạo đã tách béo 
được hòa tan trong nước cất (w/v=1:6) và điều chỉnh 
đến pH 10 bằng NaOH 1 N, ủ lắc ở 200 rpm trong 3 
giờ; sau đó chỉnh về pH 7 bằng HCl 1 N, bổ sung 
enzyme α-amylase với tỷ lệ E/S (enzyme/cơ chất là 
dịch cám gạo đã tách béo) = 0,25%, ủ ở nhiệt độ 
90C trong thời gian 20 phút; hỗn hợp sau khi ủ 
được ly tâm (6000 rpm, 5 phút) để thu dịch trong; 
đưa dịch trong sau ly tâm về pH 4 bằng HCl 1 N để 
thu kết tủa; ly tâm rửa tủa bằng nước cất; mẫu được 
làm khô bằng không khí lạnh, đóng gói và lưu trữ ở 
5C (Nguyễn Thị Mai Phương và ctv, 2015 và có 
một số thay đổi theo điều kiện thí nghiệm). 

Xác định các chỉ số dinh dưỡng của cám gạo 
trước và sau tách béo, protein cám gạo:  

 Độ ẩm: sử dụng phương pháp sấy đến khối 
lượng không đổi (AOAC 925.10, 2005). 

 Protein tổng số: xác định bằng phương pháp 
Kjeldahl (AOAC 2001.11, 2005). 

 Lipid: phương pháp Soxhlet (AOAC 945.16, 
2005). 

 Glucid tổng: phân tích theo phương pháp 
Lane-Eynon (AOAC 968.28-1969, 2000). 

 Tro: phương pháp nung ở nhiệt độ cao 
(AOAC 923.03, 2005). 

2.2 Ảnh hưởng của enzyme papain và 
neutrase đến hiệu quả thủy phân protein cám 
gạo 

Xác định nồng độ cơ chất và thời gian thủy phân 
thích hợp của enzyme: protein cám gạo trong 10 mL 
dung dịch đệm phosphate ở pH tối ưu của từng 
enzyme (papain pH = 7,5; neutrase pH = 6,5) dung 
dịch cơ chất thay đổi với các nồng độ 1,75%, 2,0%, 
2,25% và 2,5%. Các enzyme được ủ với dung dịch 
đệm phosphate có pH thích hợp trong 30 phút ở 
nhiệt độ tối ưu của enzyme sử dụng (papain 
T=55C; neutrase T=50C, tiếp theo cho 0,5 mL 
(8,5 U/0,5 mL) dung dịch enzyme vào dung dịch cơ 
chất. Tiến hành thủy phân theo thời gian từ 60-360 
phút trên từng enzyme ở nhiệt độ tối ưu tương ứng. 
Vô hoạt enzyme, kết thúc quá trình phản ứng bằng 
5 mL TCA 5%, ổn định dung dịch trong 30 phút, sau 
đó đem lọc và lấy dịch lọc đo hàm lượng tyrosin sinh 
ra (Anson, 1938). 

Xác định hoạt tính enzyme sử dụng và thời gian 
thủy phân hiệu quả: nồng độ cơ chất tối ưu của từng 
enzyme ở thí nghiệm trước được sử dụng trong thí 
nghiệm này. Protein cám gạo được pha trộn với 10 
ml dung dịch đệm phosphate ở pH tối ưu của từng 
enzyme (papain pH = 7,5; neutrase pH = 6,5), nồng 

độ các enzyme bổ sung tuần tự là 50 U, 75 U, 100 
U, 125 U và 150 U. Các enzyme và mẫu được ủ với 
dung dịch đệm phosphate có pH và nhiệt độ thích 
hợp đối với từng enzyme trong thời gian 30 phút, 
sau đó cho dung dịch enzyme vào dung dịch cơ chất, 
thời gian thủy phân được xác lập, khuấy đảo mẫu 
trong suốt quá trình thủy phân để các enzyme hoạt 
động tốt hơn. Các bình mẫu được thủy phân theo 
thời gian từ 60-300 phút với mỗi enzyme ở nhiệt độ 
tối ưu tương ứng. Vô hoạt enzyme, kết thúc quá 
trình phản ứng ổn định dung dịch, lọc và xác định 
hàm lượng tyrosin sinh ra (Anson, 1938). 

2.3 Đánh giá sự phát triển Bacillus subtilis 
trên dịch thủy phân 

Chuẩn bị chủng vi khuẩn Bacillus subtilis: đĩa 
thạch chứa chủng vi khuẩn B. subtilis được nhận về 
từ Viện Nghiên cứu và Phát triển Công nghệ Sinh 
học (Trường Đại học Cần Thơ) và nuôi tăng sinh 
trong môi trường TSB (Tryptic Soy Broth), ủ trên 
máy lắc 200 rpm trong 24 giờ ở nhiệt độ phòng (28-
30C). Ly tâm dịch tăng sinh với tốc độ 10.000 rpm 
trong 5 phút ở 5C, tiếp tục ly tâm rửa môi trường 
dinh dưỡng 3 lần bằng nước cất tiệt trùng. Pha vào 
ống chứa sinh khối 9 mL dung dịch nước muối sinh 
lý 0,85%, sau đó đồng nhất để tạo nguồn dung dịch 
vi khuẩn thuần.  

Chuẩn bị môi trường thử nghiệm: dịch trích ly 
protein cám gạo, các dịch thủy phân được sấy phun 
ở 170C, tốc độ bơm 16 vòng/phút. Sản phẩm bột 
sấy phun được xác định hàm lượng đạm tổng số 
(AOAC 2001.11, 2005) và hàm lượng đạm amin 
(Nielsen et al., 2001). 

Đánh giá sự phát triển B. subtilis trên dịch thủy 
phân: Cho vào mỗi bình một lượng môi trường thử 
nghiệm sao cho hàm lượng đạm hòa tan là như nhau 
giữa các nghiệm thức, sau đó thêm vào 27 mL nước 
cất, khuấy đều dung dịch và điều chỉnh về pH = 7 
(sử dụng dung dịch NaOH 1 N và HCl 1 N) trước 
khi tiệt trùng ở nhiệt độ 121C, 15 phút. Khi môi 
trường đã nguội, tiếp tục chủng vào 3 mL dịch vi 
khuẩn có mật số là 3x106 cfu/mL và chặn miệng 
bình bằng nút bông không thấm, đem ủ trên máy lắc 
với 150 rpm ở nhiệt độ phòng và tiến hành thu dịch 
mẫu theo thời gian. Các thao tác được thực hiện 
trong tủ cấy vô trùng, dụng cụ đều được khử trùng. 

Mật số vi khuẩn B. subtilis (cfu/mL) được xác 
định bằng phương pháp đếm khuẩn lạc (đếm gián 
tiếp) (TCVN 4884:2005). 

2.4 Phương pháp thu nhận và xử lý số liệu  

Các nghiệm thức được bố trí ngẫu nhiên với ba 
lần lặp lại. Các số liệu ghi nhận được nhập và xử lý 
trên phần mềm Microsoft Excel, Statgraphics 
Centurion 15.1 và SAS 9.1. 
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3 KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Kết quả phân tích một số thành phần hóa học 
trong cám gạo trước và sau tách béo được trình bày 

trong Bảng 1 đã cho thấy tách béo cám gạo là một 
bước cần thiết trước trích ly và thủy phân protein 
cám gạo. 

Bảng 1: Một số thành phần hóa học cơ bản của cám gạo và protein cám gạo 

Thành phần (%) Cám nguyên liệu Cám gạo tách béo Cơ chất protein cám  
Tro 12,16±0,96 13,16±0,36 17,05±0,265  
Độ ẩm  11,2±0,44 15,06±0,08 40,95±0,702  
Đạm tổng số 13,42±0,15 17,13±0,05 33,12±0,894  
Lipid 25,01±0,39 1,58±0,23 1,73±0,108  
Glucid tổng 40,55±0,6 55,45±0,63 5,79±0,741  

Ghi chú: Các giá trị trung bình của 3 lần lặp lại (tính theo căn bản khô) 

Kết quả thu được ở bảng 1 cho thấy cám của 
giống lúa IR50404 có hàm lượng protein đạt tới 
13,42% cao hơn trong nghiên cứu trên cám từ Hà 
Tây (nay là Hà Nội) có hàm lượng 12,7% (Nguyễn 
Thị Mai Phương và ctv., 2015) và phù hợp các chỉ 
số dinh dưỡng của cám được phân tích từ một số 
nghiên cứu khác với 12-22% chất béo, 11-17% 
protein, 6-14% chất xơ, độ ẩm 10-15% và 8-17% tro 
(Saunders, 1990; Hu et al., 1996; Xu,1998 và Chiou 
et al., 2013) 

Điều kiện thủy phân protein cám gạo thích hợp 
bằng enzyme papain và neutrase 

Từ phần mềm SAS 9.1.3 Protable, xác định được 
Vmax, Km của enzyme papain và neutrase được thể 
hiện ở Bảng 2 với độ tin cậy R2 lần lượt là 0,998 và 
0,997. 

Bảng 2: Các thông số động học Vmax, Km của 
enzyme papain và neutrase 

Enzyme 
         Thông số 

Vmax (µM tyrosin/phút) Km (gPro) 
Papain 1,826 0,845 
Neutrase 1,651 1,371 

Ghi chú: gPro là lượng (gam) cơ chất protein trích ly từ 
cám gạo; Vmax: tốc độ phản ứng cực đại; Km: Hằng số 
Michaelis Menten 

Kết quả từ Bảng 2 cho thấy, hoạt tính xúc tác của 
neutrase trên cơ chất protein cám gạo thấp hơn 

papain (vì Km neutrase > Km papain) và ngược lại. 
Hằng số tốc độ phản ứng (Km) của enzyme neutrase 
thủy phân protein xương heo được báo cáo bởi 
Pagán et al., 2013 ở tỉ lệ E/S (1,5 g/100 g) là 0,036 
gPro, và Km của enzyme neutrase trên cơ chất thịt dè 
cá tra là 0,241 gPro, điều này chứng tỏ rằng khả 
năng thủy phân của enzyme neutrase đối với cơ chất 
protein cám gạo rất thấp và thấp hơn cả trên cơ chất 
protein xương heo. Một nghiên cứu khác cho thấy, 
enzyme papain còn được ứng dụng để phá vỡ màng 
tế bào vi sinh vật trích ly chất béo (Horst et al., 
2012). Như vậy, quá trình khảo sát động học của 2 
enzyme cho thấy, với cơ chất protein cám gạo thì cả 
hai enzyme đều có khả năng thủy phân thấp và 
papain thủy phân hiệu quả hơn neutrase. 

Xác định nồng độ cơ chất và thời gian thủy phân 
thích hợp của enzyme papain và enzyme neutrase

 

Hình 1: Đồ thị thể hiện sự thay đổi hàm lượng tyrosin theo thời gian thủy phân của enzyme papain ở 
các nồng độ cơ chất khác nhau 
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Từ kết quả Hình 1 cho thấy, tốc độ phản ứng 
thủy phân của enzyme papain tăng nhanh trong giai 
đoạn đầu. Theo thống kê, kiểm định LSD về ảnh 
hưởng của nồng độ cơ chất (1,75; 2,0; 2,25 và 2,5%) 
và thời gian thủy phân (60; 90; 120; 180; 210 và 240 
phút) đến hàm lượng tyrosin sinh ra cho kết quả giữa 
các nghiệm thức có sự khác biệt có ý nghĩa (p<0,05), 
enzyme papain thủy phân hiệu quả nhất ở nồng độ 

cơ chất 2,5 gPro và thời gian 240 phút với hàm 
lượng tyrosin sinh ra đạt 0,434 gTyr/100 gPro. 

Một nghiên cứu trên cơ chất thịt dè cá tra cũng 
cho kết quả thời gian thủy phân thích hợp nhất ở 240 
phút nhưng nồng độ cơ chất tối ưu thấp hơn nhiều 
và hàm lượng tyrosin sinh ra cao hơn gấp 2 lần ở các 
thời điểm phân tích đạt 0,727 gTyr/100 gPro (Tạ 
Hùng Cường, 2014). 

 

Hình 2: Đồ thị thể hiện sự thay đổi hàm lượng tyrosin theo thời gian thủy phân của enzyme neutrase ở 
các nồng độ cơ chất khác nhau 

Kết quả thể hiện qua Hình 2 cho thấy hàm lượng 
tyrosin sinh ra (gTyr/100 gPro) trong quá trình thủy 
phân bằng enzyme neutrase tăng đều theo thời gian 
từ 0÷240 phút. Theo kiểm định LSD về sự ảnh 
hưởng của nồng độ cơ chất (1,75; 2,0; 2,25 và 2,5% 
) và thời gian thủy phân (60, 90, 120, 150, 180, 210, 
240, 270, 300, 330 và 360 phút) đến hàm lượng 
tyrosin sinh ra thì enzyme neutrase thủy phân hiệu 
quả nhất ở nồng độ cơ chất 2% và thời gian 240 phút 
với hàm lượng tyrosin sinh ra đạt 0,241 gTyr/100 
gPro thấp hơn so với nghiên cứu trên cơ chất thịt dè 
cá tra là 0,358 gTyr/100 gPro (Tạ Hùng Cường, 
2014).  

Từ các kết quả phân tích cho thấy ở các nồng độ 
cơ chất khác nhau thì hàm lượng tyrosin sinh ra khác 
nhau, lúc đầu khi tăng nồng độ cơ chất và thời gian 
thủy phân thì hàm lượng tyrosin sinh ra cũng tăng 
tuyến tính, nhưng khi nồng độ cơ chất càng cao thì 
hàm lượng tyrosin sinh ra theo thời gian tăng càng 
chậm đạt đến giai đoạn ổn định và sau đó có xu 
hướng giảm. Do ở nồng độ cơ chất càng cao, thì 
nồng độ của dung dịch càng cao, độ nhớt cao làm 
cho độ linh động của enzyme càng giảm, khả năng 
gắn kết của enzyme và cơ chất bị ức chế (Nguyễn 
Đức Lượng và ctv., 2004 và Tạ Hùng Cường, 2014). 

Tóm lại, dựa vào hàm lượng tyrosin sinh ra 
(gTyr/100 gPro) và Km của cả 2 enzyme, cho thấy 

mỗi enzyme có nồng độ cơ chất tối thích khác nhau, 
thời gian thủy phân khác nhau trong điều kiện xác 
định. Trên cơ chất protein cám gạo enzyme papain 
cho hiệu quả thủy phân tốt hơn neutrase với hàm 
lượng tyrosin sinh ra là 0,434 cao hơn 0,241 
(gTyr/100 gPro). Kết quả nghiên cứu này cũng 
tương tự với một báo cáo sử dụng enzyme 
flavourzyme ở điều kiện thủy phân tối ưu sau 6 giờ 
cho hàm lượng tyrosin sinh ra ở cơ chất thịt cá và 
protein thịt cá lần lượt là 0,39 và 0,40 gTyr/100 gPro 
(Nilsang et al., 2005). 

Xác định nồng độ enzyme và thời gian thủy phân 
protein cám gạo bằng enzyme papain và neutrase 

Hiệu suất thủy phân của enzyme có thể được tính 
bằng hàm lượng tyrosin tại thời điểm bất kỳ do 
enzyme thủy phân sinh ra trên hàm lượng tyrosin 
thủy phân hoàn toàn trong cùng một khối lượng cơ 
chất (Benjakul and Morrisey, 1997).  

Hàm lượng tyrosin tổng được xác định bằng 
cách thủy phân hoàn toàn 1 gPro bằng acid HCl 6 N 
ở 100C trong 36 giờ (Xian et al., 2008) cho kết quả 
là 3,282 gTyr/100gPro cao hơn 2,335 gTyr/100gPro 
trên cơ chất thịt dè, phụ phẩm cá tra (Tạ Hùng 
Cường, 2015) và một nghiên cứu khác trên phụ 
phẩm cá nước ngọt 2,4 gTyr/100gPro (Ghaly et al., 
2013).
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Hình 3: Hiệu suất thủy phân enzyme papain theo nồng độ enzyme và thời gian 

Hình 3 cho thấy hiệu suất thủy phân của enzyme 
papain tăng dần theo thời gian thủy phân ở các nồng 
độ enzyme từ 50-100 U, đạt hiệu suất cao nhất ở 
nồng độ 100 U và khi tăng nồng độ lên đến 150 U 
thì hiệu suất giảm nhanh và thấp hơn cả 50 U tại thời 
điểm 300 phút. Hiệu suất tăng lên khá chậm chỉ vào 
khoảng 2,62% sau 120 phút thủy phân, kết quả này 
cũng tương tự với một nghiên cứu trên cùng cơ chất 
protein đậu nành là 1,2% và 1,54% ở 60 phút 
(Ahmadifard, 2016). Điều này phù hợp với khảo sát 
động học của enzyme do papain có hằng số động 
học trên cơ chất protein cám gạo lớn nên vận tốc 
phản ứng chậm. Thời gian thủy phân càng dài thì 
hiệu suất thủy phân càng giảm hay hàm lượng 
tyrosin sinh ra tăng càng chậm, do các sản phẩm tạo 
thành ngày càng nhiều, nồng độ chất tan tăng lên 

quá cao làm giảm độ linh động của enzyme trong 
môi trường gây ức chế hoạt động thủy phân của 
enzyme (Tạ Hùng Cường, 2014). 

Kết quả kiểm định LSD về ảnh hưởng của nồng 
độ enzyme (50, 75, 100, 125 và 150 U) và thời gian 
(60, 120, 180, 240 và 300 phút) đến hiệu suất thủy 
phân của papain cho thấy ở nồng độ enzyme 100 U 
và thời gian 180 phút có hiệu suất thủy phân cao 
nhất đạt 20,97%; hiệu suất thủy phân tăng theo thời 
gian và có sự khác biệt ý nghĩa (p<0,05) giữa các 
nghiệm thức 60, 120 và 180 phút. Trên cơ chất là 
protein cám gạo enzyme papain cho hiệu suất thủy 
phân thấp hơn nhiều so với nghiên cứu trên cơ chất 
thịt dè đạt 41,803% (Tạ Hùng Cường, 2014) và phụ 
phẩm cá tra với 46,32% ở 240 phút (Lâm Văn Mềnh, 
2016).

 

Hình 4: Hiệu suất thủy phân enzyme neutrase theo nồng độ enzyme và thời gian 

Dựa vào Hình 4, hiệu suất thủy phân của enzyme 
neutrase tăng dần theo thời gian thủy phân ở các 
nồng độ enzyme từ 50-125 U, đạt hiệu suất cao nhất 
ở nồng độ 125 U và hiệu suất giảm nhanh gần bằng 
ở 50 U tại thời điểm 300 phút khi tăng nồng độ đến 
150 U. Hiệu suất tăng lên khá chậm chỉ vào khoảng 

0,9% sau 120 phút điều này phù hợp với khảo sát 
động học của enzyme do neutrase có hằng số động 
học trên cơ chất protein cám gạo lớn và lớn hơn cả 
papain nên vận tốc phản ứng chậm và thấp hơn 
papain. Kết quả kiểm định LSD về ảnh hưởng nồng 
độ enzyme và thời gian đến hiệu suất thủy phân cho 
thấy ở nồng độ enzyme 125 U và thời gian 180 phút 
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neutrase có hiệu suất thủy phân cao nhất đạt 14,66%. 
Trên cơ chất là protein cám gạo enzyme neutrase 
cho hiệu suất thủy phân thấp hơn nhiều so với 
nghiên cứu trên cơ chất thịt dè ở 240 phút đạt 
17,87% (Tạ Hùng Cường, 2014) và cao hơn trên cơ 

chất protein xương heo 12,14% ở thời gian 120 phút 
(Pagán et al., 2013). 

3.1 Đánh giá sự phát triển của vi khuẩn 
Bacillus subtilis trên dịch thủy phân

Bảng 3: Thành phần đạm tổng và đạm amin của các môi trường thử nghiệm 

Mẫu Protein tổng (mg) Đạm amin tổng (mgN/g) 
Protein cám gạo 135±0,122 79±0,874 
Đạm thủy phân bằng papain 38,35±0,341 1096±0,665 
Đạm thủy phân bằng neutrase 44,18±0,354 952±0,773 
Pepton  50,05±0,356 703±0,552 

Ghi chú: Các giá trị trung bình của 3 lần lặp lại (tính theo căn bản khô) 

 

Hình 5: Sự thay đổi mật số của vi khuẩn Bacillus subtilis trên các môi trường nuôi cấy theo thời gian 

Theo kết quả Hình 5 và kiểm định LSD cho thấy 
mật số B. subtilis ở các môi trường nuôi cấy là đạm 
peptone, đạm thủy phân bằng papain và bằng 
neutrase thì không khác biệt có ý nghĩa (p<0,05) 
nhưng đều khác biệt có ý nghĩa so với nghiệm thức 
protein cám gạo. Sự khác biệt này là do đạm amin 
trong protein cám là các acid amine, còn hầu hết 
trong sản phẩm đạm thủy phân và peptone là các 
peptide mạch ngắn ảnh hưởng trực tiếp đến khả năng 
sử dụng của vi khuẩn. Mật số vi khuẩn thử nghiệm 
trên môi trường đạm thủy phân bằng papain đã đạt 
tới giá trị cực đại khi kết thúc giai đoạn ủ 24 giờ 
(1x108 (cfu/mL)). Bên cạnh đó, B. subtilis tăng vọt 
ở pha log, phát triển nhanh trong vòng 24 giờ đầu 
tiên và cân bằng trong khoảng 12 giờ tiếp theo, sau 
36 giờ thì mật số vi khuẩn bắt đầu giảm mạnh và tốc 
độ chậm dần. Vào cuối giai đoạn ủ 72 giờ, mật số 
tối đa là 11,4x106 (cfu/mL).  

Đối với môi trường nuôi cấy đạm thủy phân 
bằng neutrase được quan sát thấy mật số cũng đạt 
cực đại sau 24 giờ (8,6 x107 (cfu/mL)), cân bằng 
trong 8 giờ tiếp theo và giảm dần đến 72 giờ thì mật 
số vào khoảng 4,4x107 (cfu/mL).  

Ở môi trường protein cám gạo có mật số  vi 
khuẩn tăng khá đều và ít, bình quân mỗi 4 giờ tăng 
khoảng 2-3x106 cfu/mL và cao nhất khi ở 40 giờ 
nuôi cấy, ổn định đến 52 giờ và suy giảm còn 
2,3x107 (cfu/mL) ở 72 giờ. Tốc độ tăng trưởng của 
vi khuẩn tương đối ổn định và rõ rệt theo từng giai 
đoạn khi nuôi cấy trong peptone thương mại, giai 
đoạn log mật số tăng nhanh (20 giờ đầu tiên), ở pha 
tiềm phát thì tăng dần đều và đạt cực đại ở thời điểm 
44 giờ (7,8 x107 cfu/mL), duy trì mật số đến 56 giờ, 
sau đó giảm và đạt 5,5 x107 (cfu/mL) vào cuối giai 
đoạn. Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của 
Taskin and Kurbanoglu, 2007 trên bột peptone lông 
gà thủy phân (2,69), peptone từ cá (2,61), tryptone 
peptone (2,37), và theo nghiên cứu của Gerhardt, 
1981 protease peptone (2,05) với tốc độ tăng sinh 
khối được theo dõi bằng cách đo mật độ quang học 
tại 600 nm (OD600 nm) 

Môi trường đạm thủy phân bằng papain cho mật 
số B. subtilis cao nhất gấp gần 1,3 lần so với môi 
trường peptone ở thời điểm đạt cực đại, tuy nhiên ở 
cuối giai đoạn thì mật số giảm xuống rất thấp và thấp 
hơn so với các môi trường còn lại.  Tiếp theo là môi 
trường đạm thủy phân bằng neutrase có mật số cao 
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thứ hai 8,6 x107 (cfu/mL), thấp hơn papain khoảng 
1,6x106 (cfu/mL). Đặc biệt, ở 20 giờ nuôi cấy đầu 
tiên thì mật số gần bằng với môi trường peptone ở 
tất cả các thời điểm thu mẫu, nhưng 4 giờ tiếp theo 
thì tăng đạt cực đại và cao hơn cả môi trường 
peptone. Trong tất cả các nghiệm thức thì protein 
cám gạo có mật số vi khuẩn thấp nhất và sự sinh 
trưởng của vi khuẩn cũng khá chậm sau 40 giờ mới 
đạt được mật số 4,7x107 (cfu/mL). 

Kết quả cho thấy, môi trường đạm thủy phân 
bằng papain có đặc tính dinh dưỡng cao khẳng định 
khả năng có thể thay thế trong môi trường nuôi cấy 
vi khuẩn là khả thi (đạt cực đại 1x108 (cfu/mL) sau 
24 giờ nuôi cấy). Đạm thủy phân bằng neutrase cho 
kết quả tương tự về mặt dinh dưỡng nhưng thấp hơn 
so với sản phẩm thủy phân bằng papain (đạt cực đại 
8,6x107 (cfu/mL) sau 24 giờ). Protein cám gạo cũng 
có giá trị dinh dưỡng tuy nhiên không cao bằng các 
môi trường đạm thủy phân và peptone (sau 46 giờ 
đạt 4,7x107 (cfu/mL)). 

4 KẾT LUẬN  

Trên cơ chất protein cám gạo, kết quả nghiên 
cứu cho thấy papain có hiệu quả thủy phân tốt hơn 
neutrase, ở pH và nhiệt độ tối ưu enzyme papain 
thủy phân tốt nhất ở nồng độ cơ chất 2,5%, nồng độ 
enzyme sử dụng 100 U trong thời gian 180 phút đạt 
hiệu suất 20,97% và enzyme neutrase thủy phân tốt 
nhất ở nồng độ cơ chất 2,0%, nồng độ enzyme sử 
dụng 125 U trong thời gian 180 phút đạt hiệu suất 
14,66%. Khi sử dụng protein cám gạo thủy phân bởi 
papain và neutrase cho thời gian nuôi cấy rút ngắn 
đáng kể (mật số 1x108 (cfu/mL) và 8,6x107 
(cfu/mL), cùng đạt cực đại chỉ sau 24 giờ nuôi ủ), 
mật độ vi sinh vật cao hơn 1,9 và 1,6 lần so với môi 
trường peptone thương mại ở cùng thời điểm 24 giờ. 
Từ đó cho thấy việc sử dụng sản phẩm này cho ý 
nghĩa cao, đây là các môi trường có đặc tính dinh 
dưỡng cao khẳng định khả năng có thể thay thế cho 
môi trường nuôi cấy vi khuẩn là khả thi. Protein cám 
gạo cũng có ý nghĩa về mặt giá trị dinh dưỡng tuy 
không cao bằng các môi trường đạm thủy phân và 
peptone (đạt cực đại sau 46 giờ với mật số 4,7x107 
cfu/mL). 
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