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ABSTRACT 

Phytase supplementation has been found to increase not only the growth rate of onogastric 
animals but also the efficiency of phosphate utilization in feeds, which signifi-cantly reduces 
phosphorus excretion and the chances of environmental pollution. Thus, the objectives of this 
study were to optimize medium composition and conditions of fermentation semi-solid state 
for extracellular phytase by Aspergillus niger YD with the aim to increase yields to make it 
economical as a commercial product. With the experimental results achieved, medium 
composition include: corn starch (73%) and soybean meal (24.44%); and fermentation 
coditions optimum such as: temperature is 370C, fermention time is 5 days and relative 
humidity of media is 70%. With these parameters in both surveys, along and other parameters 
has been studied before, the extracellular phytase activity of fermentation was 917.40 ± 13.48 
U/g.                                   

ĐẶT VẤN ĐỀ 

Ngày nay, với cách tiếp cận hiện đại, việc ứng dụng công nghệ sinh học để nâng cao chất 
lượng, hiệu quả sản phẩm, chất lượng môi trường trong nuôi trồng thủy sản là hướng đi chủ 
đạo, mang tính khoa học và có ý nghĩa rất lớn đến việc phát triển bền vững. Công nghệ 
enzyme được xem như là phương án thích hợp, tham gia vào việc giải quyết, nâng cao hiệu 
quả thức ăn và giảm thiểu ô nhiễm môi trường từ hoạt động nuôi thủy sản. Nhiều nghiên cứu 
về vai trò của enzyme tiêu hóa như lipase, protease, amylase và phytase bổ sung vào thức ăn 
vật nuôi thủy sản. Đặc biệt trong các enzyme trên, phytase là enzyme ít được nghiên cứu nhất 
mặc dù rất quan trọng. Phytase là một enzym có thể giải phóng phytate được đính phosphor 
(P) để sử dụng trong đường tiêu hoá của vật nuôi dạ dày đơn. Bổ sung phytase vào thức ăn vật 
nuôi có thể làm giảm nhu cầu cung cấp P vô cơ và giảm thấp sự bài tiết P vào trong phân, từ 
đó hạn chế được ô nhiễm P vào trong đất và trong nước ngầm. Như vậy, sử dụng Phytase giúp 
bảo vệ môi trường, nâng cao hiệu quả kinh tế trong phát triển chăn nuôi, nuôi trồng thủy sản. 
Trần N.T. Kim & Lê T. Hùng (2007) đã khảo sát ảnh hưởng của phytase lên tăng trưởng và 
hiệu quả sử dụng thức ăn của cá basa. Tuy nhiên nghiên cứu chưa xác định được hiệu quả 
kinh tế và và liều lượng tối ưu khi sử dụng phytase. Từ các nghiên cứu trên và các nghiên cứu 
tại nước ngoài một số đặc tính của phytase đã được nghiên cứu tỉ mỉ hơn. pH tối ưu của 
phytase dao động từ 2,2-8. Hầu hết các phytase từ vi sinh vật, điển hình phytase có nguồn gốc 
từ nấm có pH tối ưu ở khoảng 4,5-5,6. Đặc biệt, khác với hầu hết phytase từ nấm, phytase từ 
A.fumigatus có dải pH tối ưu từ 4,0-7,3 (còn giữ được ít nhất 80% hoạt tính). Một vài phytase 
từ vi khuẩn, đặc biệt từ các loài Bacillus có pH tối ưu từ 6,5-7,5… Nhiệt độ tối ưu cho hoạt 
động của các phytase dao động từ 45-75°C. Các nghiên cứu tạo sản phẩm thương mại đã 
hướng đến sản xuất các sản phẩm có tính chịu nhiệt cao hơn. Tuy nhiên, hoạt độ giảm và thời 
gian chịu nhiệt cần được khống chế. Cheng & Hardy (2002) cho rằng phytase vi sinh vật có 
khả năng làm tăng cường sử dụng phospho hữu dụng trong nguyên liệu bã nành, cùng với 
quan điểm này, tuy nhiên Gatlin, Barrows (2006) cho rằng phytase rất dễ bị mất tác dụng dưới 
điều kiện nhiệt độ cao của quá trình ép đùn và vì vậy cần chú ý xử lý vấn đề này khi  đưa vào 
thức ăn cho cá.  
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Ngoài ra, với kết quả bước đầu nghiên cứu tạo qui trình sản xuất phytase từ Aspergillus niger 
(Asp.niger) từ đề tài cấp Bộ NN&PTNT: “Nghiên cứu tạo chế phẩm sinh học giàu enzyme để 
bổ sung, nâng cao hiệu quả sử dụng thức ăn nuôi cá Tra (Pangasianodon hypophthalmus)” 
do TS. Nguyễn Văn Nguyện làm chủ nhiệm được nghiệm thu vào 2009, nhóm thực hiện tiến 
hành hoàn thiện một số thành phần môi trường và điều kiện lên men bán rắn với công suất 80 
- 100kg/mẻ nhằm nâng cao hoạt độ phytase hơn nữa để tạo ra hỗn hợp chế phẩm đa enzyme 
bổ sung vào thức ăn nuôi thủy sản. 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
Chủng Aspergillus niger (Asp.niger) 

Chủng Asp.niger nuôi cấy trên môi trường PDA ở 37oC, sau 120 giờ thu bào tử bằng cách bổ 
sung thêm nước có chứa 0,1% Tween 80, pha loãng đạt 2x107 bào tử/ml. 

Thành phần hỗn hợp dung dịch khoáng (dùng bổ sung cho 1 kg môi trường lên men) bao 
gồm: KCl (2,5g); pepton (0,9g); MgSO47H2O (7,5g); KH2PO4 (5,0g);  CaCl2 (10,0g). 
Thành phần nguyên liệu dùng làm môi trường lên men bắn rắn: Cám gạo, bột khoai mì, 
bột đậu nành đã được trích ly dầu, bột gạo và bột bắp dùng trong nghiên cứu khảo sát thành 
phần môi trường dinh dưỡng lên men bán rắn với chủng A.niger để sinh tổng hợp phytase. 

Phương pháp nghiên cứu 
Dựa trên một phần kết quả nghiên cứu của đề tài “Nghiên cứu tạo chế phẩm sinh học giàu 
enzyme để bổ sung, nâng cao hiệu quả sử dụng thức ăn nuôi cá Tra (Pangasianodon 
hypophthalmus)” do TS. Nguyễn Văn Nguyện làm chủ nhiệm được nghiệm thu vào 2009, 
nhóm thực hiện tiếp tục nghiên cứu hoàn thiện môi trường nuôi cấy, điều kiện nuôi cấy để thu 
được hoạt độ enzyme phytase cao nhất và ứng dụng quy trình nuôi cấy với qui mô 80-100 
kg/mẻ.  
Thí nghiệm 1 (TN1): Khảo sát và lựa chọn môi trường nuôi cấy ảnh hưởng đến khả 
năng sinh tổng hợp phytase  
Trong phần khảo sát thành phần dinh dưỡng môi trường lên men bán rắn tập trung vào khảo 
sát nguồn cung cấp carbon, đồng thời những thành phần nguyên liệu đó có thể làm chất cảm 
ứng sinh tổng hợp phytase từ Asp.niger. Với 5 loại cơ chất được khảo sát: bột bắp, bột khoai 
mì, cám gạo, bột gạo và bột đậu nành. Quá trình lên men bán rắn thực hiện trong thời gian 
nuôi cấy 5 ngày, nhiệt độ 300C, độ ẩm môi trường 60% và thí nghiệm được lặp lại 3 lần. 

Thí nghiệm 2 (TN2): Khảo sát và lựa chọn tỷ lệ hỗn hợp thành phần dinh dưỡng ảnh 
hưởng đến khả năng sinh tổng hợp phytase  
Khi ta có kết quả khảo sát thành phần cơ chất và chọn lựa được thành phần hỗn hợp cơ chất 
làm môi trường lên men, ta tiếp tục thực hiện khảo sát các tỷ lệ hỗn hợp để chọn lựa ra tỷ lệ 
thích hợp nhất làm nguồn cơ chất. Điều kiện lên men giống như ở TN1, tuy nhiên số lần lặp 
lại là 5 lần. 

Thí nghiệm 3 (TN3): Khảo sát các nhiệt độ và thời gian lên men ảnh hưởng đến khả 
năng sinh tổng hợp phytase  
Khi đã xác định được thành phần môi trường lên men bao gồm: nguồn carbon, nguồn nitơ và 
môi trường khoáng với kết quả khảo sát ở mục TN 1 và TN 2, nhóm thực hiện tiếp tục khảo 
sát điều kiện lên men với thời gian lên men từ 2 – 7 ngày và nhiệt độ lên men từ 30 – 450C.  

Thí nghiệm 4: Khảo sát và lựa chọn độ ẩm môi trường lên men sinh phytase 
Khi đã có kết quả khảo sát ở các thí nghiệm trên thì tiếp tục khảo sát độ ẩm từ 55% đến 75% 
của môi trường lên men, vì điều kiện này ảnh hưởng rất lớn đến khả năng sinh tổng hợp 
phytase từ chủng Asp.niger.  
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Phương pháp phân tích 
Phương pháp phân tích hoạt độ phytase: Theo TCVN 8678:2011 (ISO 30024:2009). 
Màu sắc, mùi vị  : Theo TCVN 1532-1993 

Độ ẩm  :  Theo TCVN 4329 – 2007 
Salmonella                       :  Theo TCVN 4829-2001 

Độ tố Aflatoxin  : LC/MS/MS 
Côn trùng sống    : Theo TCVN 1540-86 

Xác định tổng nấm men, nấm mốc  :     Theo TCVN 5750:1993. 

Ngoài ra, để xác định độ ẩm nhanh bằng cân đo độ ẩm hồng ngoại MX-50 - Nhật Bản. 

Phương pháp xử lý số liệu 
Xử lý thống kê bằng phần mềm SPSS 15.0 và Excel 2007 để đánh giá sự khác nhau giữa các 
nghiệm thức (p<0,05). 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
Môi trường nuôi cấy ảnh hưởng đến khả năng sinh tổng hợp enzyme phytase  
Khảo sát ở 5 nguồn cơ chất (TN1) là bột bắp, bột khoai mì, cám gạo, bột gạo và bột đậu nành. 
Sau 5 ngày lấy mẫu xác định hoạt tính enzyme, mỗi mẫu thí nghiệm lặp lại 3 lần, hoạt tính 
trung bình được trình bày ở hình 1. 

 
Hình 1. Ảnh hưởng nguồn dưỡng chất đến hoạt độ phytase 

Từ kết quả thí nghiệm cho thấy các nguồn cơ chất như đều được chủng Asp.niger sử dụng: 
bột khoai mì, cám gạo, bột gạo nhưng cho hoạt tính enzyme không cao chỉ trong khoảng 38 – 
74 (ĐVHT/g), trong đó thì cám gạo và bột gạo không có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê 
(p>0,05). Riêng bột bắp cho hoạt tính enzyme cao hơn hẳn đến 343,54 ± 40,94 (ĐVHT/g) và 
bột đậu nành (157,42 ± 4,28 ĐVHT/g). Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Trần Thị 
Tuyết và cộng sự (2005), đối với chủng Asp.niger NRRL-363, phương pháp lên men bề mặt, 
khảo sát ba nguồn cơ chất khác nhau: cám gạo, bột mì, bột đậu nành và bột bắp. Kết quả là 
bột đậu nành và bột bắp đã cho thấy hoạt tính phytase cao nhất. Theo Ebune và cộng sự 
(1995) đã nghiên cứu sản xuất phytase của chủng Asp.ficuum trên môi trường rắn có chứa bột 
cải dầu là chất cảm ứng. Kết quả cho thấy khi bổ sung bột cải dầu 5,2% đã làm tăng sản lượng 
phytase. 

Qua kết quả thí nghiệm cho thấy nguồn cung cấp nguồn dưỡng chất cũng như là chất cảm ứng 
từ bột bắp và bột đậu nành đã cho hoạt tính enzyme cao hơn hẳn, do đó dự án chọn hỗn hợp 
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bột bắp và bột đậu nành làm nguồn cơ chất tối ưu để thu nhận enzyme phytase từ chủng 
Asp.niger đang khảo sát làm các nghiên cứu tiếp theo. 

Kết quả lựa chọn tỷ lệ hỗn hợp thành phần dinh dưỡng 
Với phần khảo sát trên TN1 đã lựa chọn ra hỗn hợp dinh dưỡng là bột bắp và bột đậu nành 
làm nguồn dinh dưỡng cung cấp nguồn carbon và một phần nguồn nitơ (vì nguồn cung cấp 
nitơ chính cho nghiên cứu là này peptone), đồng thời cũng làm chất cảm ứng để sinh tổng hợp 
phytase trong môi trường lên men bán rắn với độ ẩm ban đầu là 60%. Khảo sát gồm 5 tỷ lệ 
thành phần hỗn hợp khác nhau và kết quả được thể hiện ở hình 3 như sau:  tỷ lệ 1:1 sinh ra 
phytase thấp nhất (169,12 ± 9,17 ĐVHT/g), tuy nhiên với tỷ lệ bột bắp : bột đậu nành là 3:1 
có khả năng sinh enzyme phytase từ chủng Asp.niger cao nhất (727,38 ± 17,97 ĐVHT/g), còn 
các tỷ lệ khác thì hoạt độ phytase nằm trong khoảng 225 ÷ 427 ĐVHT/g. Đối với nghiên cứu 
của Vats và cộng sự (2004) cho rằng chủng nấm Asp.niger varteigham thì nguồn cacbon thích 
hợp nhất để sản xuất phytase lại là glucose kết hợp với tinh bột (2%). 

Với kết quả nghiên cứu này, dự án đã chọn môi trường dinh dưỡng cho lên men bán rắn với 
chủng Asp.niger là hỗn hợp gồm: tỷ lệ bột bắp : bột đậu nành là 3:1, thành phần peptone và 
môi trường khoáng có thành phần phosphor để tăng khả năng sinh tổng hợp phytase.  

+ Bột bắp      :    73,32% 

+ Bột đậu nành    :   24,44% 
+ Thành phần peptone và khoáng  :     2,24% 

 
Hình 2. Ảnh hưởng của tỷ lệ hỗn hợp (bột bắp:bột đậu nành) đến hoạt độ phytase 

Các điều kiện nuôi cấy ảnh hưởng đến khả năng sinh tổng hợp phytase  
Thời gian và nhiệt độ lên men bán rắn với chủng Asp.niger 
Thời gian lên men: Kết quả ảnh hưởng của thời gian đến sinh tổng hợp hoạt độ enzyme 
phytase được thể hiện trong bảng 1. 

Theo kết quả khảo sát ở bảng 1 cho thấy mặc dù ở các môi trường có nhiệt độ nuôi cấy khác 
nhau thì thời gian cho hoạt tính enzyme phytase cao nhất đều là vào ngày thứ 5. Hoạt tính cao 
nhất khi nuôi cấy ở 30oC, 37oC, 40oC và 45oC lần lượt là 368,56 ± 17,52; 742,56 ± 25,01; 
561,35 ± 24,86 và 465,41 ± 36,34 (ĐVHT/g). Theo Trần Thị Tuyết và cộng sự (2004) đối với 
chủng Asp.niger NRRL 363 khi nuôi cấy để sản xuất phytase bằng phương pháp lên men bề 
mặt trên môi trường cám mì thì thời gian đạt giá trị phytase cao nhất là 5 ngày và sau 8 ngày 
thì enzyme bị phân hủy hoàn toàn. Trong khi đó đối với chủng Asp.niger NCIM 563 năng 
suất phytase đạt mức 79,4 UI/g cao nhất lại ở ngày thứ 7. Đối với hầu hết phytase, sản lượng 
enzyme thu được có liên quan đến sự tăng sinh khối và sự giảm của axit phytic (Chelius và 
Wodzinski, 1994). 
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Bảng 1. Ảnh hưởng của thời gian lên men đến sinh tổng hợp phytase 

Thời gian nuôi cấy (ngày) 
2 3 4 5 6 7 

Nhiệt 
độ 
(0C) 

Hoạt độ phytase (ĐVHT/g) 
30 59,63b ± 8,08 145,86a ± 7,76 287,14b ± 15,09 368,56a ± 17,52 385,23a  ± 25,02 365,42a ± 17,33 
37 86,41c ± 6,61 289,42c ± 6,18 521,38c ± 36,11 742,56d ± 25,01 721,32c ± 15,95 729,14c ± 28,35 
40 55,64b ± 6,60 187,42b ± 9,74 268,38ab ± 9,49 561,35c ± 24,86 601,23b ± 23,90 589,28b ± 33,58 
45 42,38a ± 8,24 197,32b ± 2,60 246,84a ± 11,80 465,41b ± 36,34 412,38 a± 24,62 382,42a ± 18,40 

(Ghi chú: Các giá trị với mẫu tự khác nhau trong cùng một cột là khác biệt có ý nghĩa (p< 0,05). Số 
liệu thể hiện là giá trị trung bình và độ lệch chuẩn, số lần lặp lại là 5) 

Đối với chủng Asp.niger YD đang khảo sát, theo kết quả nghiên cứu thời gian cho hoạt tính 
enzyme cao nhất là ngày thứ 5, kết quả khảo sát là phù hợp với nghiên cứu trước cũng trên 
đối tượng là chủng Asp.niger này (được tiến hành ở phòng thí nghiệm Vi sinh công nghệ 
Dược), thời gian cho hoạt tính enzyme cao nhất cũng là 5 ngày. 

So với các nghiên cứu trước ở các chủng Asp.niger khác thì thời gian cho hoạt tính cao nhất 
dài hơn khoảng ngày thứ 6 hoặc ngày thứ 7, sự khác biệt này là do với những chủng Asp.niger 
khác nhau thì khả năng sản sinh enzyme sẽ khác nhau, hơn nữa thời gian nuôi cấy còn phụ 
thuộc vào môi trường nuôi cấy và các điều kiện khác như nhiệt độ, pH môi trường, v.v… 

Như vậy, từ kết quả nghiên cứu, chọn ngày thứ 5 là ngày cho hoạt tính enzyme cao nhất để 
tiến hành các thí nghiệm tiếp theo. 

Nhiệt độ lên men: Kết quả ảnh hưởng của nhiệt độ lên men đến sinh tổng hợp hoạt độ 
enzyme phytase được thể hiện ở hình 3. 

 

Hình 3. Kết quả ảnh hưởng của nhiệt độ đến sinh tổng hợp phytase 

Hầu hết các VSV dùng trong sản xuất enzyme phytase là các VSV ưa nhiệt trung bình ngoại 
trừ các nấm ưa nhiệt như T.lamiginosus, T.thermophilus, S.thermophile (Wodzinski và Ullah, 
1996). Nhiệt độ tối ưu cho quá trình sinh tổng hợp phytase đối với hầu hết các vi sinh vật nằm 
trong khoảng từ 25 – 37oC (Narahara và cộng sự, 1982). Từ hai kết quả trên cho thấy ở nhiệt 
độ 370C và thời gian lên men thích hợp để sinh tổng hợp enzyme phytase có hoạt tính cao 
nhất từ chủng Asp.niger là sau 5 ngày. Đối với chủng Asp.niger YD đang khảo sát thì nhiệt độ 
nuôi cấy tối ưu để thu nhận enzyme phytase là 37oC, kết quả này khá hợp lý vì nhiệt độ này 
nằm trong khoảng nhiệt độ tối ưu của các chủng vi sinh vật sản sinh phytase. Hơn nữa chủng 
Asp.niger YD đã được hoạt hóa ở 37oC, khi nuôi cấy ở cùng nhiệt độ này thì chủng có điều 
kiện thuận lợi để sinh trưởng và sinh enzyme. 

Do đó, từ kết quả thí nghiệm có thể kết luận rằng nhiệt độ tối ưu nuôi cấy chủng Asp.niger 
đang khảo sát để thu nhận enzyme phytase là 37oC và chọn 37oC làm nhiệt độ nuôi cấy để tiến 
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hành các thí nghiệm tiếp theo. Kết quả tương tác giữa 2 yếu tố nhiệt độ và thời gian lên men 
bán rắn với hỗn hợp (bột bắp + bột đậu nành) thấy rằng tại nhiệt độ 370C và thời gian lên men 
5 ngày với chủng Asp.niger YD khảo sát sinh tổng hợp phytase cao nhất: 742,56 ± 25,01 
(ĐVHT/g). 
Kết quả khảo sát độ ẩm của môi trường lên men đến sinh tổng phytase 
Kết quả khảo sát được thể hiện ở hình 4, khi khảo sát 5 dãy độ ẩm từ 55 ÷ 75% thấy rằng độ 
ẩm thấp hoặc quá cao (55 hoặc 75%) thì khả năng sinh tổng hợp phytase thấp có thể do điều 
kiện môi trường như thế đã ảnh hưởng đến khả năng sinh trưởng của nấm mốc. Các tác giả 
của những nghiên cứu trước cho rằng độ ẩm môi trường lên men bán rắn đối với nấm mốc từ 
60 – 70%, do đó kết quả khảo sát của dự án là phù hợp, khi hoạt độ phytase đạt mức 525 ÷ 
954 ĐVHT/g. Tại độ ẩm 70% thì khả năng sinh tổng hợp phytase là cao nhất (954,39 ± 34,94 
ĐVHT/g). Ảnh hưởng của độ ẩm môi trường lên men đến hoạt độ phytase được thể hiện ở 
hình 5. Đối với lên men bán rắn, điều kiện quan trọng nhất vẫn là kiểm soát độ ẩm của cơ 
chất. Nếu độ ẩm đó phù hợp thì hệ sợi của nấm mốc sẽ phát triển nhanh chóng và sinh tổng 
hợp các sản phẩm mạnh (Pandey, Soccol và Mitchell, 2000). Còn độ ẩm nếu cao hơn độ ẩm 
tối ưu sẽ làm giảm sự xốp của môi trường, giảm  sự vận chuyển oxy và tăng cường hình thành 
sợi nấm khí sinh. Tương tự như vậy, độ ẩm thấp  hơn độ ẩm tối ưu dẫn đến làm giảm sự hoà 
tan của các chất dinh dưỡng trong cơ chất rắn. 

 

Hình 4. Ảnh hưởng của độ ẩm môi trường lên men đến hoạt độ phytase 
Từ kết quả khảo sát về thành phần môi trường và điều kiện lên men bán rắn ở các mục trên dự 
án đã tiến hành lên men thực nghiệm với công suất là 80kg/mẻ, kết quả được thể hiện trong 
bảng 2. 

Bảng 2. Kết quả nghiên cứu thực nghiệm 

Số lần lặp lại Lần 1 Lần 2 Lần 3 Trung bình 

Hoạt độ phytase (ĐVHT/g) 925,46 898,41 928,34 917,40 ± 13,48 

Với kết quả này số so với số liệu khảo sát tại phòng thí nghiệm với công suất 2kg/mẻ thì đạt 
96%, hiệu suất khi lên men thực nghiệm dạng pilot như thế là chấp nhận được. 

KẾT LUẬN 
Từ các thí nghiệm khảo sát về sự ảnh hưởng của môi trường và điều kiện lên men bề mặt sinh 
tổng hợp phytase từ Asp.niger này, đồng thời kết hợp kết quả nghiên cứu của Nguyễn Văn 
Nguyện và cộng sự (2009) đã xây dựng được qui trình lên men sinh tổng hợp phytase dạng 
pilot có công suất 80-100kg/mẻ.  
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