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Tóm tắt: Các protease có nguồn gốc từ xạ khuẩn thường được chứng minh có nhiều đặc tính sinh học nổi 

bật. Trong nghiên cứu này, 24/30 chủng xạ khuẩn được phân lập từ đất có khả năng sinh tổng hợp protease 

ngoại bào đã được ghi nhận. Trong các chủng xạ khuẩn đó, Streptomyces sp. CNXK72 và Streptomyces sp. 

CNXK100 thể hiện khả năng sản xuất protease mạnh nhất với độ lớn vòng phân giải lần lượt là 27,0±0,8 

mm và 23,3±0,5 mm. Kết quả phân tích đặc điểm đại thể, vi thể và trình tự vùng gen mã hóa cho 16S rRNA 

cho thấy hai chủng này có mối quan hệ gần gũi lần lượt với Streptomyces odorifer (99,65%) và 

Streptomyces ginkgonis (99,86%). Protease được thu nhận từ CNXK72 có khả năng hoạt động trong khoảng 

30-80°C, pH 4,0-10,0, hoạt tính tốt nhất ở 55°C, pH 7,0 trong đệm Tris-base. Bên cạnh đó, protease có 

nguồn gốc từ CNXK100 có phổ hoạt động trong khoảng 30-100°C, pH4,0-10,0 và thể hiện hoạt tính tốt 

nhất ở 75°C, pH 6,0-9,0 trong đệm Phosphate và Tris-base. Hoạt tính protease của chủng này cao gấp 5,6 

lần khi so với protease được sinh tổng hợp bởi CNXK72. Khả năng thủy phân cơ chất tốt ở nhiệt độ cao và 

khoảng pH rộng cho thấy tiềm năng ứng dụng trong các ngành công nghiệp chất tẩy rửa và công nghiệp 

thuộc da của hai protease này.  

Từ khóa: Enzyme ngoại bào, protease chịu nhiệt, protease ưa nhiệt, xạ khuẩn, Streptomyces 

1. GIỚI THIỆU 

Cùng với sự phát triển của nền công nghiệp trên thế giới là sự gia tăng không ngừng của việc sử dụng các 

hóa chất công nghiệp. Chính vì vậy, những sản phẩm thân thiện với môi trường đã và đang dần thay thế 

những hóa chất độc hại, nhằm mục đích giảm thiểu tác động xấu của chúng đến môi trường, đồng thời cải 

thiện chất lượng cuộc sống của con người [1, 2]. Protease hay peptide hydrolase là enzyme xúc tác sự thủy 

phân liên kết peptide (-CO-NH-) trong phân tử protein và các chuỗi peptide. Theo phân loại của Ủy ban 

Enzyme, protease thuộc phân lớp 4 của lớp thứ 3 (E.C.3.4). Protease là một trong ba nhóm enzyme công 

nghiệp lớn nhất, chiếm khoảng 60% tổng lượng enzyme thương mại trên toàn thế giới, chúng được sử dụng 

rộng rãi trong các lĩnh vực khác nhau, chẳng hạn như dệt may, chất tẩy rửa, da, thức ăn chăn nuôi, chất thải 

và các lĩnh vực khác [3-6]. Thị trường protease toàn cầu đạt 2,76 tỷ USD vào năm 2019. Với tốc độ tăng 

trưởng kép hàng năm (CAGR) là 6,1% thì thị trường protease trên toàn thế giới được dự đoán sẽ đạt 3 tỷ 

đô la Mỹ trước năm 2024 [7]. 

Gần hai phần ba protease thương mại được sản xuất từ nấm mốc, nấm men và xạ khuẩn. Trong đó, xạ khuẩn 

là một trong những nguồn quan trọng nhất được sử dụng để sản xuất protease, do có các đặc tính đáng chú 

ý như ổn định ở nhiệt độ cao, bền pH, bền trong dung môi hữu cơ, chất tẩy rửa và các hợp chất oxy hóa. 

Việc tìm kiếm các nguồn protease mới đã và đang không ngừng nhận được sự quan tâm của các nhà nghiên 

cứu do khả năng ứng dụng rộng rãi của chúng. Trong một nghiên cứu của Gargi Sarkar và cộng sự (2020) 

đã chỉ ra rằng, protease được thu nhận từ chủng Streptomyces sp. GS-1 thể hiện hoạt tính xúc tác cao nhất 

ở 45°C và có khả năng hoạt động tốt ở pH kiềm (8,0-10,0), đặc biệt nó còn được chứng minh có hiệu quả 

tẩy lông trong quá trình sản xuất da [8]. Năm 2020, M. Parthasarathy và cộng sự đã thực hiện nghiên cứu 

về việc tinh sạch và xác định đặc điểm của một protease kiềm ngoại bào của Streptomyces sp. LCJ12A 

được phân lập tại rừng ngập mặn Pichavaram (Ấn Độ), kết quả cho thấy protease này hoạt động tối ưu ở 

35°C, pH 10,0 và có khoảng pH hoạt động khá rộng (pH 3,0-11,5), có tiềm năng ứng dụng trong ngành 

công nghiệp tẩy rửa [9]. Năm 2021, một protease có nguồn gốc từ Streptomyces parvulus đã được báo cáo 

trong công trình nghiên cứu của Alencar và cộng sự với một số đặc tính như hoạt động tối ưu ở 40°C trong 

dung dịch đệm Citrate Phosphate (pH 7,0), ổn định trong khoảng nhiệt độ từ 30-60°C và pH 7,0-8,5. Với 
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khả năng làm tiêu sợi huyết, protease này là một giải pháp đầy hứa hẹn trong việc điều trị các bệnh tim 

mạch, đặc biệt là bệnh huyết khối [10]. Vì vậy nghiên cứu này được thực hiện nhằm mục đích tìm kiếm các 

protease có nguồn gốc từ xạ khuẩn có các đặc tính tốt để ứng dụng vào các ngành công nghiệp khác nhau. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1 Giống xạ khuẩn và điều kiện nuôi cấy  

Giống xạ khuẩn từ bộ sưu tập giống của phòng thí nghiệm Công nghệ vi sinh được cấy ria trên môi trường 

Gause I cải tiến với các thành phần hóa chất được mua từ Merck và Trung Quốc (Casein 10,0 g; K2HPO4 

0,5 g; MgSO4.7H2O 0,5 g; KNO3 1,0 g; NaCl 0,5 g; FeSO4 0,01 g; agar 20,0 g; nước cất đủ 1000 ml; pH 

7,2-7,4) để kiểm tra độ thuần chủng. Giống được hoạt hóa bằng cách cho sinh khối khuẩn lạc vào 5 ml môi 

trường Gause I cải tiến, lắc 150 vòng/phút ở 37ºC trong 72 giờ.  

2.2 Đánh giá khả năng sinh protease  

Khả năng sinh tổng hợp protease của 2 chủng xạ khuẩn được đánh giá thông qua vòng phân giải cơ chất 

trên môi trường thạch Gause I cải tiến. Xạ khuẩn được cấy điểm vào đĩa thạch và ủ ở 37ºC. Sau 5 ngày 

nuôi cấy, casein còn dư được tủa bằng dung dịch TCA 10% (trichloroacetic acid). Khả năng sinh protease 

được đánh giá bằng độ lớn của vòng phân giải cơ chất A = D - d (mm). Trong đó, D là đường kính vòng 

phân giải (mm), d là đường kính khuẩn lạc (mm) và A là kích thước thực của vòng phân giải cơ chất [11]. 

2.3. Xác định đặc điểm đại thể và vi thể của xạ khuẩn 

Xạ khuẩn được cấy ria trên môi trường Gause I cải tiến, quan sát và nhận diện các khuẩn lạc đặc trưng của 

xạ khuẩn sau 5 ngày cấy như kích thước khuẩn lạc, đặc điểm của bề mặt, rìa, màu sắc khuẩn lạc mặt trên, 

mặt dưới, sắc tố xạ khuẩn tiết ra môi trường nuôi cấy. Hình thái vi thể của các chủng xạ khuẩn được kiểm 

tra sau khi nuôi cấy trên môi trường Gause I trong 3-5 ngày ở 37°C. Cấu trúc cuống sinh bào tử được quan 

sát trên tiêu bản phòng ẩm bằng kính hiển vi quang học ở vật kính 100X [12, 13]. Các chủng xạ khuẩn được 

bảo quản ở 4°C để thực hiện các thí nghiệm tiếp theo. 

2.4 Định danh xạ khuẩn bằng sinh học phân tử 

Trình tự đoạn gene mã hóa cho 16S rRNA của hai chủng xạ khuẩn CNXK 72 và CNXK 100 được khuếch 

đại bằng phương pháp PCR với cặp mồi 27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) và 1540R (5’-

AAGGAGGTGATCCAACCGCA-3’) với chu trình PCR như sau: 95°C - 5 phút, 30 chu kỳ (95°C - 30 

giây; 55°C - 40 giây; 72°C - 90 giây) và 72°C - 5 phút. Sản phẩm khuếch đại được giải trình tự theo phương 

pháp Sanger bởi Công ty Trách nhiệm Hữu hạn Thương mại và Dịch vụ Nam Khoa. Kết quả giải trình tự 

được so sánh với các trình tự tương đồng trên ngân hàng dữ liệu NCBI (National Center of Biotechnololy 

Information) bằng công cụ BLASTN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Cây phát sinh loài được xây 

dựng bằng phần mềm MEGA 5.0 dựa trên thuật toán Neighbor-Joining với bootstrap 1000 lần lập lại. 

2.5 Khảo sát nhiệt độ phản ứng của protease ngoại bào 

Sau 72 giờ nuôi cấy trong môi trường Gause I cải tiến, dịch enzyme được thu nhận bằng cách ly tâm 10.000 

vòng/phút trong 10 phút ở 4°C để loại bỏ tế bào xạ khuẩn. Hoạt tính protease được xác định dựa theo 

phương pháp Anson cải tiến như sau: 100 µL dịch enzyme ủ với 500 µL dung dịch 1% casein (pha trong 

dung dịch đệm Tris-base; pH 8,0) trong 30 phút ở các nhiệt độ khác nhau từ 30°C đến 100°C. Sau 30 phút, 
500 µL dung dịch 10% TCA (trichloroacetic acid) được thêm vào để ngừng phản ứng, hỗn hợp trên được 

ly tâm ở tốc độ 8000 vòng/phút trong 5 phút ở 4℃ và thu phần dịch nổi bên trên để thực hiện phản ứng 

màu. Phản ứng màu gồm có 1000 µL NaOH, 500 µL dịch nổi và 300 µL thuốc thử Folin. Lắc đều, để yên 

trong 10 phút, sau đó tiến hành đo OD ở bước sóng 660 nm để xác định hoạt tính enzyme [14]. Hoạt độ của 

protease được biểu thị là số micromole tyrosine sinh ra từ phản ứng thuỷ phân casein bởi 1ml dung dịch 

chứa protease trong thời gian 1 phút ở 35℃, pH 7,0. 

2.6 Khảo sát pH phản ứng của protease ngoại bào 

Thí nghiệm khảo sát ảnh hưởng của pH đến hoạt tính protease của 2 chủng xạ khuẩn CNXK72 và CNXK100 

được thực hiện để xác định khoảng pH hoạt động cũng như giá trị pH thích hợp cho khả năng xúc tác của 

enzyme. Các đệm pH khác nhau được chuẩn bị có giá trị từ pH 4,0-10,0 gồm đệm Citrate-Phosphate (pH 

4,0-6,0), đệm Phosphate (pH 6,0-8,0), đệm Tris-base (pH 8,0-9,0), đệm Glycine-NaOH (pH 9,0-10,0) với 
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nồng độ cuối là 30 mM. Sự ảnh hưởng của pH lên hoạt tính protease được khảo sát bằng cách cho protease 

phản ứng với cơ chất trong các dung dịch đệm có giá trị pH khác nhau. Sau đó, hoạt tính của protease được 

xác định bằng phương pháp Anson cải tiến. 

2.7 Phương pháp xử lý số liệu  

Các thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Sử dụng phương pháp phân tích phương sai (ANOVA) bằng phần mềm 

thống kê Statgraphics để đánh giá sự khác biệt giữa các yếu tố và điều kiện khảo sát. Số liệu thu thập được 

tính giá trị trung bình các lần lặp lại và độ lệch chuẩn. Tất cả các số liệu được xử lý trên Excel và thống kê 

bằng phần mềm Statgraphics XVIII, so sánh sự khác biệt giữa các nghiệm thức bằng phương pháp ANOVA. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Tuyển chọn chủng xạ khuẩn có khả năng sinh tổng hợp protease ngoại bào 

Nhằm mục đích sàng lọc và tuyển chọn các chủng xạ khuẩn thể hiện hoạt tính protease ngoại bào, 30 chủng 

xạ khuẩn từ bộ sưu tập giống của phòng Công nghệ Vi sinh - Viện Công nghệ Sinh học và Thực phẩm - 

Trường Đại học Công nghiệp Thành phố Hồ Chí Minh đã được nuôi cấy trên môi trường Gause I cải tiến. 

Trong đó, có 24 chủng xạ khuẩn thể hiện hoạt tính protease sau 5 ngày nuôi ủ ở 37°C với kích thước vòng 

phân giải casein từ 5,0-27,0 mm (Hình 1A).  

 

Hình 1. Vòng phân giải casein của một số chủng xạ khuẩn (A) và Biểu đồ thể hiện đường kính vòng phân giải cơ 

chất của 30 chủng xạ khuẩn (B). Error bar thể hiện độ lệch chuẩn của giá trị trung bình (n=3). Các chữ cái khác nhau 

biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống kê, P ˂ 0,05 

Với đường kính vòng phân giải casein là 27,0±0,8 mm, CNXK72 được đánh giá là chủng có khả năng sinh 

tổng hợp protease ngoại bào cao nhất. Trong khi đó, chủng CNXK100, CNXK66, CNXK94, CNXK52, 

CNXK65.2 và CNXK58 thể hiện khả năng sản xuất protease ngoại bào tương tự nhau với đường kính vòng 

phân giải cơ chất từ 19,0-23,0 mm. Ngược lại, các chủng xạ khuẩn CNXK17, CNXK27, CNXK62, 

CNXK73, CNXK75 và CNXK84 được đánh giá là không có khả năng sinh tổng hợp protease ngoại bào 

khi không thấy xuất hiện vùng sáng xung quanh khuẩn lạc (Hình 1B). Protease có nguồn gốc từ hai chủng 

xạ khuẩn CNXK72 và CNXK100 được đánh giá có hoạt tính cao khi so sánh đường kính vòng phân giải 

casein với chủng Streptomyces sp. AGA-10 (21,0 mm) trong nghiên cứu của Cantillo và cộng sự (2019) 

[15], và chủng Streptomyces sp. Al-Dhabi-49 (27,0 mm) trong nghiên cứu của Al-Dhabi và cộng sự (2020) 

[16]. Vì vậy, CNXK72 và CNXK100 được lựa chọn để thực hiện một số thí nghiệm tiếp theo. 

3.2 Hình thái đại thể, vi thể của CNXK72 và CNXK100  

Kích thước, hình dạng khuẩn lạc, màu sắc của khuẩn ty cơ chất, khuẩn ty khí sinh cũng như sắc tố khuếch 

tán ra môi trường nuôi cấy là những đặc trưng để phân biệt xạ khuẩn. Khuẩn lạc của hai chủng CNXK72 

và CNXK100 có kích thước từ 3,0-5,0 mm khi được nuôi cấy môi trường Gause I cải tiến trong 5 ngày ở 

37°C, pH 7,2±0,2, đồng thời biểu hiện một số đặc điểm khác nhau về hình thái đại thể. Chủng CNXK72 có 

khuẩn lạc rắn chắc, bề mặt chia thùy, lõm phần tâm, rìa đều, khuẩn ty khí sinh và khuẩn ty cơ chất có màu 

trắng đục và không có khả năng tiết sắc tố ra môi trường nuôi cấy (Hình 2A). Ngược lại, khuẩn lạc của 

chủng CNXK100 có dạng vôi, bề mặt không chia thùy, phần tâm nhô cao có màu xám đến đen, rìa đều, 

khuẩn ty cơ chất màu trắng, khuẩn ty khí sinh màu trắng đến xám, tiết sắc tố màu nâu (Hình 2C). 

Các đặc điểm của khuẩn ty cơ chất, khuẩn ty khí sinh, cuống sinh bào tử và sự sắp xếp bào tử của xạ khuẩn 

cũng được quan sát dưới kính hiển vi quang học có độ phóng đại 1000X. Sau 72 giờ nuôi ủ ở 37°C, khuẩn 
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ty cơ chất và khuẩn ty khí sinh của hai chủng xạ khuẩn CNXK72 và CNXK100 không có vách ngăn nhưng 

có sự phân nhánh mạnh mẽ. Cuống sinh bào tử của chủng CNXK72 có dạng thẳng, hình hành vách ngăn 

tạo nên chuỗi bào tử đính (Hình 2B). Mặc khác, cuống sinh bào tử của chủng CNXK100 có dạng móc câu 

đến xoắn lò xo (4-7 vòng xoắn), bào tử hình cầu đính với nhau dọc theo cuống sinh bào tử (Hình 2D). 

 

Hình 2. Đặc điểm hình thái của xạ khuẩn. Đại thể CNXK72 (A), vi thể CNXK72 (B), đại thể CNXK100 (C),  

vi thể CNXK100 (D) 

3.3 Định danh xạ khuẩn 

Việc định danh xạ khuẩn ở cấp độ phân tử được thực hiện bằng cách khuếch đại một đoạn trình tự gene mã 

hóa cho 16S rRNA với cặp mồi đặc hiệu. Kết quả phân tích và so sánh trình tự đoạn gene này của chủng 

CNXK72 (1444 nucleotides) và chủng CNXK100 (1431 nucleotides) với các trình tự gene có sẵn trong 

ngân hàng dữ liệu NCBI bằng công cụ BLASTn cho thấy cả hai chủng xạ khuẩn này đều thuộc chi 

Streptomyces với mức độ tương đồng > 99%. Trong đó, CNXK72 tương đồng 99,65% với chủng 

Streptomyces odorifer, và CNXK100 tương đồng 99,86% với chủng Streptomyces ginkgonis. Bên cạnh đó, 

cây phát sinh loài được xây dựng bằng phần mềm Mega 5.0 với thuật toán Neighbor-Joining đã cho thấy 

chủng xạ khuẩn CNXK72 và CNXK100 được phân bố vào chung nhánh xác định lần lượt với Streptomyces 

odorifer (NBRC 13365) (Hình 3A) và Streptomyces ginkgonis (MW547111.1) (Hình 3B). Dựa trên kết quả 

thu được, CNXK72 và CNXK100 được xác định thuộc chi Streptomyces và được đặt tên là Streptomyces 

sp. CNXK72 và Streptomyces sp. CNXK100. 

Trong nghiên cứu của Wyszkowska và cộng sự (2008), S. odorifer là một trong những chủng xạ khuẩn 

được ứng dụng để xử lý đất nhiễm dầu diesel thông qua khả năng sản xuất urease, phosphatase và 

dehydrogenase [17]. Ngoài ra, Schoenian và cộng sự (2012) cũng đã sử dụng chủng S. odorifer cho mục 

đích sản xuất antimycins ức chế nấm gây trên cây trồng [18]. Tuy nhiên, cho đến nay vẫn chưa có nghiên 

cứu nào về khả năng sản xuất cũng như đánh giá đặc tính của các protease ngoại bào của loài này. Thêm 

vào đó, chủng xạ khuẩn S. ginkgonis nội sinh thực vật đã được phân lập và định danh đầu tiên bởi Yan và 

cộng sự (2018) và những đặc tính về protease ngoại bào của loài này cho đến nay vẫn chưa được khai thác 

[19]. Vì vậy, việc mở rộng nghiên cứu để khai thác tiềm năng của protease từ hai chủng xạ khuẩn 

Streptomyces sp. CNXK72 và Streptomyces sp. CNXK100 có ý nghĩa thiết thực cho nghiên cứu sau này. 
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Hình 3. Cây phát sinh loài dựa trên gene mã hóa 16S rRNA của CNXK72 (A) và CNXK100 (B) bằng thuận toán 

Neighbor-Joining với bootstrap 1000 lần lặp lại 

3.4 Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính xúc tác của protease từ Streptomyces sp. CNXK72 và 

Streptomyces sp. CNXK100 

Mỗi loại protease sẽ có một khoảng nhiệt độ tối ưu để hoạt động. Để tìm ra nhiệt độ hoạt động thích hợp 

cho protease ngoại bào được sản xuất bởi CNXK72 và CNXK100, dịch protease thô từ hai chủng xạ khuẩn 

được cho phản ứng với cơ chất ở các mốc nhiệt độ từ 30°C đến 100°C và hoạt tính protease được xác định 

theo phương pháp Anson cải tiến. Kết quả từ Hình 4 cho thấy protease thô được thu nhận từ hai chủng xạ 

khuẩn này có khả năng hoạt động trong phổ nhiệt độ rộng. 

Protease từ chủng CNXK72 có khả năng hoạt động trong điều kiện từ 30°C đến 80°C với hoạt tính tăng 

dần trong khoảng 30°C (145,56±6,85 U/ml) đến 55°C (430,62±3,70 U/ml). Đồng thời, 55°C là giá trị nhiệt 

độ được ghi nhận cho protease thể hiện hoạt tính tối đa. Mặt khác, hoạt tính protease giảm dần trong khoảng 

60°C (360,49±6,08 U/ml) đến 80°C (88,89±13,47 U/ml), và protease bị mất hoạt tính trong khoảng nhiệt 

độ từ 85°C đến 100°C (Hình 4A). Nhìn chung, với khả năng hoạt động trong khoảng nhiệt độ rộng và thể 

hiện hoạt tính cao nhất ở 55°C, nên protease được sinh tổng hợp từ CNXK 72 được xem là protease chịu 

nhiệt. Một loại protease có khả năng kháng nấm mốc được thu nhận từ chủng xạ khuẩn Streptomyces sp. 

A6 trong nghiên cứu của Singh và cộng sự (2011) có khả năng hoạt động trong khoảng nhiệt từ 30-80°C, 

và thể hiện hoạt tính tối đa ở 55°C [20]. Bên cạnh đó, protease được sinh tổng hợp từ chủng xạ khuẩn 

Norcadiopsis dasonvillei subsp. albirubida OK-14 trong nghiên cứu của Dwivedi và cộng sự (2021) có phổ 

nhiệt độ hoạt động từ 30°C đến 90°C với nhiệt độ hoạt động thích hợp nhất cho protease này là 60°C. Điều 

này cũng khá tương đồng với phổ hoạt động của protease có nguồn gốc từ CNXK 72 [21]. 

Trong khi đó, dịch protease thô được thu nhận từ chủng CNXK100 có khả năng hoạt động trong khoảng 

nhiệt độ từ 30°C đến 100°C với hoạt tính tối ưu được ghi nhận ở 75°C. Hoạt tính protease tăng gấp 12,9 

lần trong khoảng 30°C (186,67±14,14 U/ml) đến 75°C (2404,94±145,77 U/ml), hoạt tính giảm dần khi 

phản ứng với cơ chất trong điều kiện nhiệt độ từ 80°C (1904,20±19,40 U/ml) đến 100°C (88,89±31,45 

U/ml), và vẫn giữ được 30% hoạt tính ở 90°C (Hình 4B). 
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Hình 4. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính của protease thô được thu nhận từ CNXK72 (A) và CNXK100 (B). 

Error bar thể hiện độ lệch chuẩn của giá trị trung bình (n=3). Các chữ cái khác nhau biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa 

thống kê, P ˂ 0,05 

Một loại protease được sản xuất từ Streptomyces sp. AB trong nghiên cứu của Jaouadi và cộng sự (2010) 

cũng có nhiệt độ hoạt động giống với protease được sinh tổng hợp từ chủng CNXK100 là 75°C [22]. Trong 

nghiên cứu của Touioui và cộng (2015), hệ serine protease ưa kiềm được sinh tổng hợp từ chủng xạ khuẩn 

Streptomyces sp. AH4 có khả năng hoạt động trong phổ nhiệt từ 45°C đến 75°C và đạt hoạt tính tối ưu ở 

70°C [23].  

Mặt khác ở mốc nhiệt độ thích hợp, protease được thu nhận từ chủng CNXK100 thể hiện hoạt tính gấp 5,6 

lần hoạt tính protease được thu nhận từ chủng CNXK72. Điều này cho thấy protease có nguồn gốc từ 

CNXK100 có khả năng hoạt động tốt trong khoảng nhiệt độ rộng và được xác định là protease ưa nhiệt khi 

hoạt tính thể hiện tối ưu ở 75°C. Sau khi phân tích thống kê ANOVA với độ tin cậy 95% và so sánh giá trị 

Pvalue < 0,05 nhận thấy có sự khác biệt đáng kể về hoạt tính protease ở 55°C và 75°C của xạ khuẩn CNXK72 

và CNXK100 khi so với các mốc nhiệt độ khảo sát. Từ kết quả thu được, 55°C là mốc nhiệt độ được lựa 

chọn để thực hiện phản ứng giữa enzyme và cơ chất đối với protease được sản xuất từ chủng CNXK72, và 

75°C mốc nhiệt được lựa chọn để thực hiện phản ứng xúc tác thủy phân cơ chất của protease được sinh 

tổng hợp từ CNXK100. 

3.5 pH phản ứng của protease được thu nhận từ Streptomyces sp. CNXK72 và Streptomyces sp. 

CNXK100 

Để tìm ra giá trị pH phản ứng thích hợp, dịch protease thô được cho tác dụng với cơ chất trong các dung 

dịch đệm có giá trị pH 4,0-10,0 ở 55°C đối với protease có nguồn gốc từ CNXK72 và 75°C đối với protease 

được sản xuất từ CNXK100. Kết quả ghi nhận từ Hình 5 cho thấy, dịch protease thô từ hai chủng xạ khuẩn 

có khả năng hoạt động trong khoảng pH rộng. 

Protease từ chủng CNXK72 có khả năng hoạt động tốt nhất ở pH 7,0 trong đệm Tris-base với hoạt tính 

613,33±6,40 U/ml được ghi nhận. Hoạt tính của protease giảm dần khi giá trị pH phản ứng càng acid hay 

càng base. Tuy nhiên, ở pH 4,0 và 10,0, protease vẫn có khả năng xúc tác thủy phân cơ chất với giá trị hoạt 

tính được ghi nhận lần lượt là 66,67±7,20 U/ml và 310,12±9,78 U/ml. Bên cạnh phụ thuộc vào giá trị pH, 

hoạt tính protease còn phụ thuộc khá nhiều vào loại đệm sử dụng. Điều này được thể hiện rõ ràng nhất ở 

pH 6,0 với giá trị hoạt tính của protease được ghi nhận là 175,80±6,09 U/ml trong đệm Citrate-Phosphate 

và hoạt tính tăng gấp 2,81 lần (494,82±12,57 U/ml) khi sử dụng đệm Phosphate. Song song đó, ở cùng giá 

trị pH 9,0 nhưng protease thể hiện hoạt tính trong đệm Tris-base là 455,31±10,10 U/ml, và hoạt tính giảm 

1,1 lần trong đệm Glycine-NaOH (418,77±10,07 U/ml) (Hình 5A). Kết quả nghiên cứu cũng khá tương 

đồng với một loại protease có nguồn gốc từ Streptomyces sp. M30 theo nghiên cứu của Yan Xin với cộng 

sự (2015) khi chúng có khả năng hoạt động trong phổ pH từ 5,0 đến 11,0 và hoạt tính của enzyme cũng 

phụ thuộc vào loại đệm sử dụng [24]. Theo Jignasha và Satya, hầu hết các chủng xạ khuẩn thuộc chi 

Streptomyces là những sinh vật có khả năng sản xuất nhiều loại protease trung tính, điều này phù hợp với 

protease từ Streptomyces sp. SS trong nghiên cứu của Boughachiche và cộng sự (2021) [25], cũng như 

protease có nguồn gốc từ CNXK72. Như vậy, đệm Tris-base có giá trị pH 7,0 được lựa chọn làm điều kiện 

phản ứng thích hợp cho khả năng xúc tác thủy phân cơ chất của protease được thu nhận từ CNXK72. 

Bên cạnh đó, dịch protease thô được thu nhận từ chủng CNXK100 có khả năng hoạt động trong khoảng pH 

tương tự như protease có nguồn gốc từ CNXK72, và thể hiện hoạt tính cao nhất ở pH 6,0, 7,0, 8,0 và 9,0 
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với giá trị ghi nhận lần lượt là 2488,89±62,49 U/ml, 2385,19±131,50 U/ml (đệm Phosphate), 

2462,96±62,49 U/ml, 2477,78±13,86 U/ml và 2275,31±39,93 (đệm Tris-base). Trong khi ở pH 10,0 

protease vẫn thể hiện được 65% hoạt tính khi so sánh với với đối chứng (pH 8,0). Môi trường acid thấp là 

điều kiện bất lợi để protease hoạt động, mặc dù vẫn có khả năng xúc tác thủy phân cơ chất nhưng hoạt tính 

ghi nhận không cao (114,82±28,85 U/ml, pH 4,0) (Hình 5B). 

 
Hình 5. Ảnh hưởng của pH đến hoạt tính của protease thô được thu nhận từ CNXK72 (A) và CNXK100 (B). Error 

bar thể hiện độ lệch chuẩn của giá trị trung bình (n=3). Các chữ cái khác nhau biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê, P ˂ 0,05 

Khoảng pH hoạt động của protease từ CNXK100 khá tương đồng với protease ưa kiềm được sinh tổng hợp 

từ chủng Streptomyces griseorubens E44G trong nghiên cứu của Al-Askar và cộng sự (2015) khi chúng có 

khả năng hoạt động trong khoảng pH từ 6,0 đến 11,0, và hoạt tính thể hiện cao nhất ở pH 8,5 [26]. Mặt 

khác, hoạt tính của protease từ chủng xạ khuẩn CNXK100 còn phụ thuộc vào loại đệm pH sử dụng. Ở cùng 

giá trị pH 6,0, giá trị hoạt tính của protease được ghi nhận là 1991,36±70,94 U/ml khi sử dụng đệm Citrate-

Phosphate, và hoạt tính tăng gấp 1,25 lần khi sử dụng đệm Phosphate (2488,89±62,45 U/ml). Theo Tran và 

cộng sự (2022), hệ protease có nguồn gốc từ Streptomyces spiebonei cũng phụ thuộc vào loại đệm pH khi 

giá trị hoạt tính protease được ghi nhận là khác nhau trong đệm Tris-HCl (65%) và đệm Bicarbonate (30%) 

khi so với đối chứng ở cùng giá trị pH 9,0 [27]. Sau khi phân tích thống kê ANOVA với độ tin cậy 95% và 

so sánh giá trị Pvalue < 0,05, hoạt tính protease từ CNXK100 thể hiện ở giá trị pH 6,0, 7,0, 8,0 và 9,0 trong 

đệm Phosphate và Tris-base không có sự khác biệt, tuy nhiên có sự khác biệt ý nghĩa đối với các giá trị pH 

còn lại. Từ kết quả thực nghiệm, giá trị pH từ 6,0-7,0 trong đệm Phosphate và pH 7,0-9,0 trong đệm Tris-

base được chọn làm giá trị pH và loại đệm phù hợp để thực hiện phản ứng giữa enzyme và cơ chất. 

4. KẾT LUẬN 

Có 24/30 chủng xạ khuẩn có khả năng sinh tổng hợp protease ngoại bào khi được sàng lọc trên môi trường 

Gause I cải tiến. Trong đó, CNXK72 và CNXK100 là hai chủng sản sinh protease tiềm năng. Kết quả quan 

sát đặc điểm hình thái đại thể, vi thể và định danh đến mức độ phân tử đã xác định cả hai chủng xạ khuẩn 

này đều thuộc chi Streptomyces. Trong đó, chủng CNXK72 thể hiện mối quan hệ gần gũi với loài 

Streptomyces odorifer và chủng CNXK100 thể hiện mối quan hệ gần gũi với loài Streptomyces ginkgonis. 

Các thí nghiệm về đặc tính hóa sinh cho thấy protease của cả hai chủng xạ khuẩn này đều có khả năng hoạt 

động trong khoảng nhiệt độ và pH rộng, protease có nguồn gốc từ CNXK100 thể hiện hoạt tính cao gấp 5,6 

lần khi so với hoạt tính của protease được sản xuất từ CNXK72 và được đánh giá là protease kiềm ưa nhiệt. 

Protease có khả năng hoạt động trong khoảng nhiệt độ cao và khoảng pH rộng mang lại nhiều lợi ích khác 

nhau so với quá trình biến đổi và phân hủy bởi chất hóa học thông thường. Với khả năng hoạt động tối ưu 

ở 55°C, pH 7,0 đối với protease từ CNXK72, và 75°C, pH 6,0-9,0 đối với protease từ CNXK100 nên cả 

hai loại protease này rất có tiềm năng thay thế các hóa chất độc hại để đáp ứng nhu cầu ngày càng tăng về 

chất xúc tác sinh học thân thiện với môi trường, dễ dàng và kinh tế. 
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Abstract: Proteases derived from actinomycetes have often been shown to possess many remarkable 

biological properties. In this study, 24/30 actinomycetes isolated from soils were found to be able to 

synthesize extracellular proteases. Among those actinomycetes, Streptomyces sp. CNXK72 and 

Streptomyces sp. CNXK100 exhibited the strongest protease production with the zone of substrate 

hydrolysis of 27.0±0.8 mm and 23.3±0.5 mm, respectively. The macroscopic and microscopic 

characteristics together with the phylogenetic analysis of 16S rRNA sequences showed that these two 

strains are closely related to Streptomyces odorifer (99.65%) and Streptomyces ginkgonis (99.86%), 

respectively. CNXK72-derived protease is active between 30-80°C, pH range of 4.0-10.0, with maximum 

activity at 55°C and pH 7.0 in Tris-base buffer. Besides, CNXK100-derived protease has an activity 

spectrum from 30-100°C, pH 4.0-10.0, and show optimum activity at 75°C, pH 6.0-9.0 in Phosphate and 

Tris-base buffer, and exhibit 5.6 times more activity than proteases derived from CNXK72. The good 

substrate hydrolysis at high temperatures and wide pH ranges indicates potential applications in detergent 

and tanning industries of these two proteases. 
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