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Tóm tắt:

Pectinase là nhóm enzyme thủy phân pectin, một loại polysaccharide có ở thành tế bào thực vật, tạo ra hợp chất 
phân tử thấp như galacturonic, galactose, arabinose, methanol… Pectinase được phép sử dụng trong thực phẩm do 
không ảnh hưởng đến sức khỏe con người. Nghiên cứu này được thực hiện nhằm phân lập, tuyển chọn các chủng vi 
khuẩn có khả năng sinh tổng hợp pectinase và xác định các yếu tố ảnh hưởng đến hoạt độ pectinase của các chủng 
vi khuẩn, làm cơ sở cho nghiên cứu ứng dụng loại bỏ pectin trên lớp vỏ nhầy trong quá trình lên men sản xuất cà 
phê. 32 chủng vi khuẩn đã được phân lập từ các mẫu đất trồng cà phê và vỏ cà phê khô thu thập tại Tây Nguyên và 
Quảng Trị, trong đó 4 chủng có hoạt độ pectinase cao nhất là ĐA2.7; ĐA3.1; ĐA4.1 và VC1.1. Các chủng vi khuẩn 
đã tuyển chọn được định danh dựa trên trình tự gen mã hóa 16S rRNA, cụ thể: chủng ĐA2.7, ĐA3.1 tương đồng 
với Calidifontibacillus erzurumensis; chủng ĐA4.1 tương đồng với Bacillus stercoris; chủng VC1.1 tương đồng với 
Bacillus subtilis. Điều kiện lên men thích hợp cho chủng VC1.1 sinh pectinase là môi trường pH 5,0 ở 50ºC trong 
48 giờ. Pectinase thô được ứng dụng trong lên men cà phê thu được sản phẩm có hàm lượng chất khô hòa tan đạt 
6,10°Brix và caffein đạt 0,6/100 mg.
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Abstract:

Pectinase is a group of enzymes that hydrolyse pectin, a polysaccharide found in plant cell walls, into low molecular 
compounds such as galacturonic acid, galactose, arabinose, methanol, etc. Pectinase can be used in foods as it 
does not affect human health. This study was conducted to isolate and select bacterial strains capable of pectinase 
biosynthesis and determine the factors affecting pectinase activity of bacterial strains as a basis for applied research 
to remove pectin during fermentation to produce coffee. 32 bacterial strains were isolated from samples of coffee soil 
and dried coffee pods collected in the Tay Nguyen and Quang Tri, of which the 4 strains with the highest pectinase 
activity were DA2.7; DA3.1; DA4.1 and VC1.1. Selected bacterial strains were identified to species based on 16S 
rRNA gene sequences, specifically: strains DA2.7, DA3.1 are homologous to species Calidifontibacillus erzurumensis; 
strain DA4.1 is homologous to the species Bacillus stercoris; strain VC1.1 is homologous to the species Bacillus 
subtilis. The suitable fermentation conditions for pectinase-producing strain VC1.1 is pH 5.0 at 50ºC for 48 hours. 
Pectinase is applied in coffee fermentation to obtain a product with a soluble solids content of 6.10°Brix and caffeine 
of 0.6 mg/100 mg.
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1. Đặt vấn đề

Việt Nam là nước xuất khẩu cà phê đứng thứ hai trên 
thế giới, chỉ sau Brazil. Năm 2021, diện tích trồng cà phê 
của Việt Nam khoảng 710,59 nghìn ha, sản lượng đạt 1,816 
triệu tấn/năm [1]. Phần vỏ chứa thịt quả chiếm 40-45% 
trọng lượng quả cà phê, hàng năm lượng vỏ bỏ đi khoảng 
726.400 tấn [2]. Vỏ quả cà phê chứa nhiều đường, protein, 
xơ, polyphenol, pectin nên việc tận dụng để hình thành 
những sản phẩm mới như đồ uống sẽ giúp đa dạng hóa sản 
phẩm và giảm thiểu ô nhiễm môi trường. 

Trong vỏ cà phê, pectin chiếm tới 17-20% với hàm 
lượng cao nhất ở phiến giữa và vách tế bào sơ cấp. Pectin 
có vai trò làm chậm hoạt động của enzyme phân giải tinh 
bột và đường, làm giảm sự dung nạp glucose, hạn chế tăng 
cân và tiểu đường; được sử dụng trong quá trình tạo gel, làm 
đông các sản phẩm mứt [3]. Bên cạnh những điểm có lợi, 
pectin cũng gây hạn chế trong quá trình thu nhận, lên men 
để sản xuất đồ uống từ cà phê do tính chất keo. Muốn giải 
quyết được vấn đề này, enzyme pectinase thường được sử 
dụng với các điều kiện nhiệt độ, pH phù hợp cho từng loại 
nguyên liệu. 

Pectinase hiện đang được ứng dụng rộng rãi, đa dạng 
trong rất nhiều quy trình công nghiệp, điển hình như dệt 
may, chế biến sợi thực vật, sản xuất cà phê, chiết xuất dầu, 
xử lý nước thải, chế biến rau củ quả [4, 5]… Điểm nổi bật 
là pectinase được dùng không giới hạn trong thực phẩm do 
không ảnh hưởng sức khỏe con người [6]. 

Cà phê là thức uống được tiêu thụ nhiều thứ hai trên thế 
giới sau trà. Vì vậy, lợi ích sức khỏe và lợi ích kinh tế của cà 
phê cần được quan tâm nghiên cứu để nâng cao chất lượng 
và đa dạng sản phẩm. Pectinase được sử dụng để loại bỏ 
pectin khỏi hạt cà phê, do lớp vỏ chứa pectin sẽ khiến cà 
phê khi pha bị sệt, chất lượng cảm quan không được đảm 
bảo. Cà phê được lên men với các vi khuẩn phân giải pectin 
để loại bỏ lớp chất nhầy, từ đó đặc tính lên men được cải 
thiện [7].

Vi sinh vật được xem là nguồn nguyên liệu hiệu quả để 
sản xuất pectinase do thời gian sinh trưởng ngắn, hệ enzyme 
phong phú, dinh dưỡng nuôi vi sinh vật rẻ tiền, dễ kiếm [8]. 
Nhiều nghiên cứu về pectinase có nguồn gốc từ vi sinh vật 
đã được công bố nhưng chủ yếu từ nấm mốc, còn pectinase 
từ vi khuẩn vẫn hạn chế [9]. Mục đích nghiên cứu này là 
phân lập, tuyển chọn chủng vi khuẩn có hoạt tính phân giải 
pectin cao từ đất trồng cà phê và vỏ cà phê tại Tây Nguyên 
và Quảng Trị, thuộc nhóm an toàn có thể áp dụng trực tiếp 
xử lý vỏ nhầy trong quy trình sản xuất cà phê.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Nguyên vật liệu

Bốn mẫu đất vườn trồng cà phê hữu cơ tại các vườn 
thuộc xã Ea Kao, Buôn Mê Thuột (ĐA1, ĐA2, ĐA3, ĐA4) 
và 1 mẫu vỏ quả cà phê arabica (VC1) thu thập tại Quảng 
Trị được sử dụng để phân lập vi khuẩn.

Hạt cà phê arabica được cung cấp từ Quảng Trị. Cà phê 
được thu hoạch từ tháng 9 đến tháng 11, sau đó được tách 
vỏ bằng phương thức tách khô. Yêu cầu không lẫn tạp chất, 
không bị ẩm mốc, không có mùi lạ.

2.2. Phương pháp phân lập

Vi khuẩn được phân lập trên môi trường xác định tổng số 
vi sinh vật hiếu khí (PCA) cải tiến có bổ sung cơ chất pectin 
(pepton 5 g/l, cao nấm men 2,5 g/l, pectin 3 g/l, agar 16 g/l, 
pH 7,0). Chủng sau khi làm thuần được bảo quản trong ống 
thạch nghiêng [10].

2.3. Phương pháp xác định hoạt tính pectinase

Xác định khả năng sinh pectinase của các chủng vi 
khuẩn bằng cách nuôi cấy trên môi trường thạch dinh dưỡng 
(NA) cải tiến có bổ sung 5 g/l pectin (pepton 2 g/l, cao nấm 
men 2 g/l, cao thịt 1 g/l, NaCl 3 g/l, pectin 5 g/l, agar 16 
g/l). Chủng vi khuẩn được cấy vạch trên môi trường thạch 
NA và tiến hành ủ ở 37°C trong 24 giờ. Khả năng sinh tổng 
hợp pectinase được đánh giá dựa vào kích thước vạch phân 
giải pectin (bao gồm cả vạch cấy) sau khi nhuộm bằng lugol 
[11].

Xác định hoạt độ pectinase từ các chủng vi khuẩn tuyển 
chọn bằng cách nuôi cấy chủng vi khuẩn trong môi trường 
NB cải tiến (pepton 2 g/l, cao nấm men 2 g/l, cao thịt 1 g/l, 
NaCl 3 g/l, pectin 5 g/l) [12]. Một đơn vị hoạt độ pectinase 
là lượng enzyme cần thiết để xúc tác chuyển hóa pectin tạo 
thành 1 µmol galacturonic acid trong thời gian 1 phút, ở 
những điều kiện hoạt động thích hợp của enzyme [13]. 

Hoạt độ pectinase xác định bằng công thức:
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số quy đổi; 600: khối 1ượng phân tử pectin; t: thời gian thủy phân (5 phút). 

2.4. Định danh các chủng vi khuẩn dựa trên trình tự gen mã hóa 16S rRNA 

Định danh tiến hành theo phương pháp của J. Marc và cs (2003) [14] và P. Filipe 
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5’TACGGYTACCTTGTTACGACTT3’ [16]. Sản phẩm PCR sau khi tinh sạch được 

kiểm tra trên gel agarose 1% sau đó được giải trình tự tại hãng First- Base, Malaysia. Kết 

quả giải trình tự được so sánh trình tương đồng bằng công cụ BLAST trên ngân hàng gen 

NCBI.  
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Chủng vi khuẩn được lên men trong môi trường chứa rỉ đường (dịch rỉ đường 20 
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phía trên được thu thập như một nguồn enzyme thô [17]. Dịch enzyme thô được tiến hành 

xác định hoạt độ pectinase. 

        2.6 .Phương pháp lên men hạt cà phê bằng enzyme pectinase thô 

trong đó, X: hàm lượng đường khử sau thủy phân (mg/ml); 
f: hệ số pha loãng; 1000: hệ số quy đổi; 600: khối 1ượng 
phân tử pectin; t: thời gian thủy phân (5 phút).
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gen mã hóa 16S rRNA

Định danh tiến hành theo phương pháp của J. Marc và 
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tổng số của mỗi chủng vi khuẩn được sử dụng phản ứng PCR 
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với mồi xuôi 27F: 5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’ và 
mồi ngược 1492R: 5’TACGGYTACCTTGTTACGACTT3’ 
[16]. Sản phẩm PCR sau khi tinh sạch được kiểm tra trên gel 
agarose 1%, sau đó được giải trình tự tại Hãng First-Base, 
Malaysia. Kết quả giải trình tự được so sánh trình tương 
đồng bằng công cụ BLAST trên ngân hàng gen NCBI. 

2.5. Phương pháp xác định điều kiện lên men thu 
pectinase có hoạt độ cao

Chủng vi khuẩn được lên men trong môi trường chứa rỉ 
đường (dịch rỉ đường 20 g/l, (NH₄)₂SO₄ 1 g/l, pectin 2 g/l) 
để thu pectinase. Các yếu tố về pH, nhiệt độ và thời gian lên 
men sẽ được khảo sát tại các khoảng: pH: 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 
6,5 và 7,0; nhiệt độ: 37, 45, 50, 55 và 60°C và thời gian: 12, 
24, 36, 48 và 60 giờ. Sau khi ủ xong toàn bộ dịch nuôi vi 
khuẩn được đem ly tâm 10.000 vòng/phút ở nhiệt độ phòng 
trong 30 phút. Enzyme thô được thu nhận bằng cách lọc 
dịch nổi phía trên bằng màng lọc tiệt trùng có kích thước 
lỗ 0,2 µm để loại bỏ tất cả vi sinh vật còn sót lại trong môi 
trường. Phần nổi phía trên được thu thập như một nguồn 
enzyme thô [17]. Dịch enzyme thô được tiến hành xác định 
hoạt độ pectinase.

2.6. Phương pháp lên men hạt cà phê bằng enzyme 
pectinase thô

Hạt cà phê được xử lý bằng pectinase thô ở tỷ lệ 8% (xác 
định thông qua các thí nghiệm khảo sát). Đối chứng là mẫu 
không xử lý enzyme (đối chứng âm) và mẫu xử lý bằng 
pectinase thương mại Viscozyme L (đối chứng dương). Tất 
cả mẫu đối chứng và mẫu thử được ủ ở 35°C trong 32 giờ. 
Các mẫu sau lên men được tiến hành xác định hàm lượng 
tổng chất rắn hòa tan và caffein.

Sau khi xử lý, hạt cà phê đã rửa sạch được sấy khô 
trong tủ sấy ở nhiệt độ 60°C cho đến khi đạt độ ẩm ban đầu 
(7,7%). Sau đó, hạt cà phê khô được rang ở nhiệt độ 240°C 
trong 15 phút và nghiền thành bột. 10 gram bột cà phê được 
cho vào cốc và thêm 70 ml nước đun sôi. Hỗn hợp được lắc 
với tốc độ 175 vòng/phút trong 10 phút. Sau khi các mẫu 
nguội đi, chúng được lọc bằng giấy lọc để lấy phần nổi phía 
trên. Cuối cùng, hàm lượng chất rắn hòa tan của dung dịch 
chiết được đo bằng khúc xạ kế.

Sau đó, cà phê bột của 3 mẫu (không xử lý men, lên men 
bằng pectinase thô và lên men bằng Viscozyme L) được xác 
định hàm lượng cafein theo TCVN 9723: 2013.

2.7. Phương pháp xử lý số liệu

Kết quả thí nghiệm được phân tích ANOVA trên phần 
mềm Microsoft Excel để so sánh sự khác biệt trung bình 
giữa các lần lặp lại trong cùng thí nghiệm p<0,05.

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Phân lập, sàng lọc và định danh các chủng vi 
khuẩn sinh pectinase 

Từ các mẫu đất trồng cà phê và vỏ cà phê thu thập tại 
Tây Nguyên và Quảng Trị, nghiên cứu đã phân lập được 
32 chủng vi khuẩn, trong đó 26 chủng có khả năng sinh 
pectinase (bảng 1). Dựa trên kích thước vùng phân giải, 
nghiên cứu này đã lựa chọn được 9 chủng có vòng phân giải 
rộng nhất (kích thước lớn hơn 10 mm) là ĐA2.6, ĐA2.7, 
ĐA3.1, ĐA3.5, ĐA3.6, ĐA3.7, ĐA4.1, ĐA4.3, VC1.1. 
Bảng 1. Khả năng sinh pectinase của các chủng vi khuẩn phân lập.

TT Mẫu Ký hiệu 
mẫu

Kích thước vùng phân 
giải (mm)

Hoạt độ 
(U/ml)

1

Đất trồng  
cà phê  
hữu cơ 
vườn 1

ĐA1.1 3,50±0,50 -

2 ĐA1.4 8,23±0,25 -

3 ĐA1.5 1,27±0,21 -

4 ĐA1.6 0 -

5 ĐA1.7 0 -

6 ĐA1.8 6,23±0,25 -

7 ĐA1.9 5,50±0,50 -

8

Đất trồng  
cà phê  
hữu cơ 
vườn 2

ĐA2.1 4,17±0,29 -

9 ĐA2.2 6,27±0,31 -

10 ĐA2.3 7,17±0,29 -

11 ĐA2.4 5,30±0,27 -

12 ĐA2.5 7,40±0,36 -

13 ĐA2.6 10,57±0,40 2,337±0,002

14 ĐA2.7 12,00±0,50 2,776±0,003

15

Đất trồng  
cà phê  
hữu cơ 
vườn 3

ĐA3.1 11,33±0,29 2,714±0,005

16 ĐA3.2 6,67±1,53 -

17 ĐA3.5 10,40±0,20 2,220±0,005

18 ĐA3.6 10,36±0,15 2,048±0,005

19 ĐA3.7 10,43±0,15 1,973±0,004

20

Đất trồng  
cà phê  
hữu cơ 
vườn 4

ĐA4.1 11,00±0,2 2,684±0,003

21 ĐA4.2 0 -

22 ĐA4.3 10,50±0,50 2,122±0,005

23 ĐA4.4 6,33±1,53 -

24 ĐA4.5 2,23±0,25 -

25 ĐA4.6 3,67±0,76 -

26 ĐA4.7 6,00±0,50 -

27 ĐA4.8 6,23±0,25 -

28 ĐA4.9 0 -

29 ĐA4.10 0 -

30
Vỏ cà 
phê khô

VC1.1 11,50±0,50 2,683±0,005

31 VC1.4 5,43±0,40 -

32 VC1.5 0 -
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Đồng thời, nghiên cứu này đã xác định hoạt độ pectinase 
của dịch nuôi 9 chủng vi khuẩn trên, kết quả cho thấy, 4 
chủng có hoạt độ pectinase cao nhất là ĐA2.7, ĐA3.1, 
ĐA4.1, VC1.1. So sánh với các công bố về pectinase của 
một số tác giả thì hoạt độ của 4 chủng trên còn tương đối 
thấp. Nghiên cứu của G. Tripathi và cs (2014) [18] thu được  
chủng Bacillus subtilis phân lập từ đất có hoạt độ 4,5 U/mg. 
Tuy nhiên, trong nghiên cứu này hoạt độ pectinase mới xác 
định bước đầu để tuyển chọn sơ bộ các chủng có hoạt độ cao 
hơn, chưa tối ưu thành phần môi trường và điều kiện nuôi để 
nâng cao khả năng tổng hợp pectinase. 

Để có thể ứng dụng các chủng vi khuẩn trên vào sản xuất 
thực tế, cả 4 chủng vi khuẩn đã tuyển chọn được định danh 
dựa trên trình tự gen mã hóa 16S rRNA, sau khi phân tích 
được so sánh với các trình tự gen tương đồng trên GenBank 
bằng chương trình BLAST SEARCH (https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi). Kết quả được thể hiện trên bảng 2. 
Bảng 2. Kết quả so sánh mức độ tương đồng của trình tự 16S rRNA của 
các chủng vi khuẩn với dữ liệu trên GenBank. 

TT
Chủng vi khuẩn 
tuyển chọn

Tên chủng vi khuẩn trong cơ 
sở dữ liệu GenBank

Mã số 
GenBank

Mức độ tương 
đồng (%)

1 ĐA 2.7

Calidifontibacillus 
erzurumensis, strain P2

NR180225.1 99,93

Bacillus velezensis, strain 
CBMB205 

NR116240.1 99,85

2 ĐA 3.1

Calidifontibacillus 
erzurumensis, strain P2

NR180225.1 100

Bacillus velezensis, strain 
CBMB205 

NR116240.1 99,93

3 ĐA 4.1
Bacillus stercoris, strain GB21 MT214144.1 99,93

Bacillus subtilis, strain IAM 
12118

NR112116.2 99,86

4 VC1.1
Bacillus subtilis, strain HY2-62 CP110365.1 100

Bacillus cabrialesii, strain TE3 NR180419.1 99,93

Sản phẩm PCR được tiến hành giải trình tự, phân tích, so 
sánh với dữ liệu trên GenBank cho thấy, chủng ĐA 2.7 có độ 
tương đồng 99,93% với Calidifontibacillus erzurumensis; 
ĐA3.1 có độ tương đồng 100% với Calidifontibacillus 
erzurumensis; chủng ĐA4.1 độ tương đồng 99,93% với 
Bacillus stercoris và chủng VC1.1 có độ tương đồng 100% 
với Bacillus subtilis. Trong số các chủng đã định tên, nhận 
thấy rằng B. subtilis là chủng đã được công nhận là an toàn 
(GRAS), được báo cáo là tạo ra bacteriocin như subtilosin 
để ngăn chặn sự phát triển của mầm bệnh liên quan đến 
vật nuôi, bao gồm cả Salmonella enterica, Clostridium 
perfringens và Escherichia coli [19-21]. B. subtilis là lợi 
khuẩn chịu được điều kiện môi trường khắc nghiệt, có khả 
năng sinh enzyme tốt nhất và được sản xuất thành chế phẩm 
trên quy mô công nghiệp, ứng dụng rộng rãi trong y học, 
nông nghiệp và công nghiệp thực phẩm. Vi khuẩn này được 
đánh giá an toàn và hiệu quả nhất để sử dụng trong ngành 
công nghệ sinh học sản xuất các amino acid quan trọng như: 
lysine, valine, tyrozine, threonine, aspartic... Trong y học, 
B. subtilis có đặc tính probiotic đã trở thành cái tên quen 
thuộc để tăng cường hệ tiêu hóa cho cả người và động vật, 
điều trị các chứng viêm ruột, đại tràng, chống tiêu chảy 
do lạm dụng kháng sinh hoặc loạn khuẩn đường ruột [22]. 
Đối với 3 chủng vi khuẩn còn lại được xác định thuộc loài 
Calidifontibacillus erzurumensis và Bacillus stercoris, đây 
là các loài vi khuẩn chưa có các ghi nhận về tính an toàn 
khi sử dụng cho người, do đó cần có thêm nhiều nghiên cứu 
trước khi ứng dụng. Do vậy, chủng VC1.1 tạm thời gọi là 
B.subtilis VC1.1  được lựa chọn để sử dụng cho nghiên cứu 
lên men cà phê. 

3.2. Điều kiện lên men thích hợp cho chủng B. subtilis 
VC1.1 để thu pectinase 

pH, nhiệt độ và thời gian là các yếu tố ảnh hưởng tới 
hoạt độ pectinase của chủng B. subtilis VC1.1 (hình 1). 
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tăng khi môi trường nuôi cấy có pH từ 4,5 đến 5,0 và đạt cao nhất tại môi trường có pH là 

5,0. Nghiên cứu của J. Prajapati và cs (2021) [23] cũng cho thấy, chủng vi khuẩn Bacillus 

subtilis BK-3 sinh enzyme pectinase có hoạt độ cao nhất ở pH 5,0 và nhiệt độ là 50°C.  

Chủng B.subtilis VC1.1 có hoạt độ pectinase tăng trong khoảng nhiệt độ 37-50°C; 

giá trị hoạt độ enzyme đạt cao nhất tại nhiệt độ 50°C. Các nghiên cứu khác cho thấy, 

nhiệt độ tối ưu của B. subtilis BK-3 là 50°C [23], hay B. cereus phân lập từ phế phụ phẩm 

nông nghiệp sinh tổng hợp enzyme pectinase tối ưu ở 50°C [24].  

Nghiên cứu này cũng đã xác định được thời gian nuôi cấy thích hợp cho quá trình 

sinh tổng hợp pectinase của chủng B.subtilis VC1.1 là 48 giờ. Nhiều nghiên cứu đã cho 

thấy, thời gian nuôi cấy thích hợp cho sinh pectinase của chủng B. stearothermophilus  và 

B. cereus phân lập từ nguồn phế phụ phẩm nông nghiệp là 36 giờ [24]. 
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Hình 1. Ảnh hưởng của pH, nhiệt độ và thời gian đến quá trình lên men sản xuất pectinase của chủng vi khuẩn B. subtilis VC1.1
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subtilis BK-3 sinh enzyme pectinase có hoạt độ cao nhất ở pH 5,0 và nhiệt độ là 50°C.  

Chủng B.subtilis VC1.1 có hoạt độ pectinase tăng trong khoảng nhiệt độ 37-50°C; 

giá trị hoạt độ enzyme đạt cao nhất tại nhiệt độ 50°C. Các nghiên cứu khác cho thấy, 

nhiệt độ tối ưu của B. subtilis BK-3 là 50°C [23], hay B. cereus phân lập từ phế phụ phẩm 

nông nghiệp sinh tổng hợp enzyme pectinase tối ưu ở 50°C [24].  

Nghiên cứu này cũng đã xác định được thời gian nuôi cấy thích hợp cho quá trình 

sinh tổng hợp pectinase của chủng B.subtilis VC1.1 là 48 giờ. Nhiều nghiên cứu đã cho 

thấy, thời gian nuôi cấy thích hợp cho sinh pectinase của chủng B. stearothermophilus  và 

B. cereus phân lập từ nguồn phế phụ phẩm nông nghiệp là 36 giờ [24]. 
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Kết quả nghiên cứu cho thấy, chủng B. subtilis VC1.1 có 
hoạt độ enzyme pectinase tăng khi môi trường nuôi cấy có 
pH từ 4,5 đến 5,0 và đạt cao nhất tại môi trường có pH là 
5,0. Nghiên cứu của J. Prajapati và cs (2021) [23] cũng cho 
thấy, chủng vi khuẩn Bacillus subtilis BK-3 sinh enzyme 
pectinase có hoạt độ cao nhất ở pH 5,0 và nhiệt độ 50°C. 

Chủng B. subtilis VC1.1 có hoạt độ pectinase tăng 
trong khoảng nhiệt độ 37-50°C; giá trị hoạt độ enzyme đạt 
cao nhất tại nhiệt độ 50°C. Các nghiên cứu khác cho thấy, 
nhiệt độ tối ưu của B. subtilis BK-3 là 50°C [23], hay B. 
cereus phân lập từ phế phụ phẩm nông nghiệp sinh tổng hợp 
enzyme pectinase tối ưu ở 50°C [24]. 

Nghiên cứu này cũng đã xác định được thời gian nuôi 
cấy thích hợp cho quá trình sinh tổng hợp pectinase của 
chủng B. subtilis VC1.1 là 48 giờ. Nhiều nghiên cứu đã cho 
thấy, thời gian nuôi cấy thích hợp cho sinh pectinase của 
chủng B. stearothermophilus và B. cereus phân lập từ nguồn 
phế phụ phẩm nông nghiệp là 36 giờ [24].

Như vậy, điều kiện thích hợp cho quá trình sinh tổng hợp 
pectinase của chủng vi khuẩn B. subtilis VC1.1 là ở pH 5,0, 
nhiệt độ 50ºC và thời gian nuôi cấy 48 giờ.

3.3. Ứng dụng enzyme pectinase trong lên men cà phê

Sử dụng pectinase thô sản xuất bởi chủng B. subtilis 
VC1.1 lên men hạt cà phê. Kết quả đánh giá một số chỉ tiêu 
chất lượng cà phê sau lên men trình bày trong bảng 3.
Bảng 3. Chất lượng của cà phê ở các điều kiện lên men khác nhau.

Loại enzyme Hàm lượng chất khô hòa tan (°Brix) Caffein (mg/100 mg)

Không dùng enzyme (ĐC-) 3,97±0,2c 0,35±0,06c

Pectinase thô 6,10±0,1b 0,60±0,05b

Viscozyme L (ĐC +) 7,53±0,1a 0,84±0,08a

Ghi chú: các chữ mũ khác nhau trong cùng một cột thể hiện sự khác nhau là 
có ý nghĩa ở mức α=0,05.

Kết quả cho thấy, hạt cà phê được lên men bằng enzyme 
(thô, thương mại) đều có hàm lượng chất khô hòa tan và hàm 
lượng caffein cao hơn so với cà phê không được lên men 
bằng enzyme. Kết quả này là do pectinase giúp phân giải 
pectin của hạt cà phê giải phóng chất rắn hòa tan và caffein, 
khiến hàm lượng hai chất này ở cà phê xử lý enzyme cao 
hơn so với cà phê không được xử lý. Viscozyme L cho hiệu 
quả xử lý hạt cà phê tốt hơn, bởi đây là một enzyme thương 
mại, trong thành phần không chỉ có pectinase mà còn có 
thêm cellulase, do vậy khi sử dụng enzyme này để lên men 
thì cả pectin và cellulose ở thành tế bào của hạt cà phê đều 

bị phân giải, khiến hàm lượng chất khô hòa tan tổng số và 
caffein đều được giải phóng ra nhiều hơn. Tuy nhiên có thể 
thấy rằng, hiệu quả xử lý hạt cà phê của enzyme thô sản xuất 
với vi khuẩn B. subtilis VC1.1 trong nghiên cứu không thấp 
hơn quá nhiều so với enzyme thương mại, điều này cho thấy 
triển vọng ứng dụng của chủng vi khuẩn này trong quá trình 
lên men sản xuất cà phê, khi các yếu tố về điều kiện lên men 
được tối ưu và kiểm soát chặt chẽ hơn nữa.

4. Kết luận

Từ 5 mẫu đất và vỏ cà phê khô thu thập tại Tây Nguyên 
và Quảng Trị, nghiên cứu đã phân lập được 32 chủng vi 
khuẩn, trong đó đã tuyển chọn được 4 chủng vi khuẩn có 
khả năng sinh tổng hợp pectinase cao. Các chủng sau đó 
đã được định danh dựa trên trình tự gen 16S rRNA, cho 
thấy chủng ĐA 2.7 và ĐA3.1 thuộc loài Calidifontibacillus 
erzurumensis; chủng ĐA4.1 thuộc loài Bacillus stercoris 
và chủng VC1.1 thuộc loài Bacillus subtilis. Sàng lọc được 
1 chủng là B.subtilis VC1.1, có khả năng ứng dụng trong 
lên men sản xuất cà phê. Điều kiện lên men thích hợp cho 
quá trình sản xuất pectinase của chủng B. subtilis VC1.1 đã 
được xác định, hoạt độ enzyme pectinase cao nhất là 3,297 
U/ml khi lên men chìm bằng rỉ đường ở pH 5,0, nhiệt độ 
50ºC và thời gian nuôi cấy 48 giờ. Pectinase thô sau đó được 
thử nghiệm ứng dụng trong lên men cà phê, sau lên men cà 
phê có hàm lượng chất khô hòa tan đạt 6,10°Brix và caffein 
đạt 0,6 mg/100 mg. 
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