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TÓM TẮT 

Đề tài nhằm nghiên cứu khả năng hòa tan lân hữu cơ của 225 dòng 

Pseudomonas stutzeri được phân lập từ các ao nuôi tôm và cá tra ở 8 

tỉnh Đồng Bằng Sông Cửu long (ĐBSCL), trong đó có 52 dòng hòa tan 

được lân hữu cơ và  dòng có khả năng sản sinh phytase cao nhất là N1a. 

Điều kiện tối ưu cho vi khuẩn Pseudomonas stutzeri N1a sinh enzyme 

phytase cao nhất là môi trường bán rắn với cơ chất bột bắp ở pH 7.5, 

nhiệt độ 30 - 40oC, thời gian nuôi cấy là 3 ngày.  Bổ sung glucose và 

sucrose với hàm lượng mỗi chất 0,5% làm tăng sản lượng phytase. Malt 

extract 1% là nguồn nitơ tối ưu cho sinh tổng hợp phytase của 

Pseudomonas stutzeri. Khảo sát ảnh hưởng của pH và nhiệt độ lên hoạt 

tính của phytase thô thu nhận được từ sinh khối vi khuẩn tươi cho thấy 

nhiệt độ tối ưu cho hoạt động của enzyme phytase là 450C và pH tối ưu 

là 5.5. Enzyme phytase khá bền ở  nhiệt độ -4oC và ổn đinh hoạt tính 

trong dung dịch pH 5.5 trong 24 giờ. 

ABSTRACT 

This study aimed at studying the ability to solubilize organic 

phosporous of 225 Pseudomonas stutzeri bacteria strains,  which were 

collected  from shrimp and catfish ponds in 8 provinces of the Mekong 

Delta. Among 225 isolated bacteria, 52 were found to be able to 

solubilize organic phosporous, and Pseudomonas stutzeri N1a 

bacterium has the highest ability to produce phytase. The optimal 

condition for Pseudomonas stutzeri N1a to produce the highest 

phytase enzyme was the semi-solid medium with the cornstarch 

substrate at pH 7.5 and the temperature of 30 - 40oC after 3 days of 

incubation. The addition of glucose and sucrose with a concentration 

of 0,5% each increased the phytase yield. Malt extract of 1% was also 

a good nitrogen source for phytase biosynthesis. Investigating the 

effects of pH and temperature on the activity of crude phytase, 

obtained from Pseudomonas stutzeri biomass, showed that the optimal 

temperature and pH for phytase enzyme activity were 45oC and 5.5, 

respectively.  This enzyme phytase was stable in the solution at a pH of 

5.5 at -4oC within 24 hours.  

 

1. Giới thiệu 

1.1. Đặt vấn đề 

Trong những năm gần đây, các nhà khoa 

học đã và đang nổ lực tìm cách làm giảm ô 

nhiễm từ các chất thải ra trong chăn nuôi. 

Trong quá trình nghiên cứu, các nhà khoa 

học đã xác định được rằng cần cải thiện khả 

năng sử dụng các dưỡng chất trong khẩu 
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phần của vật nuôi để hạn chế tối đa lượng 

phân thải ra. Trước đây, do ít quan tâm đến 

lượng chất dinh dưỡng bị thải ra ngoài nên 

hậu quả của việc cho ăn quá nhiều chất 

dinh dưỡng, nhằm tối đa hóa năng suất đã 

dẫn đến là lượng chất thải ra quá nhiều 

qua phân và nước tiểu (chủ yếu là hàm 

lượng protein, phospho và calci). Qua 

nhiều nghiên cứu cho thấy việc bổ sung 

enzyme tỏ ra có hiệu quả trong việc cải 

thiện các hạn chế trên. 

Acid phytic (myo - inositol 1,2,3,4,5,6 

- hexakis dihydrogen phosphate) và muối 

của acid phytic được gọi là phytate. 

Phytate là một nhóm các hợp chất 

phospho hữu cơ được tìm thấy rộng rãi 

trong tự nhiên, đặc biệt là trong  cây họ 

đậu, ngũ cốc và hạt có dầu (Reddy et al., 

1982). Acid phytic là một thành phần của 

thức ăn chăn nuôi, không được tiêu hóa 

bởi động vật dạ dày đơn (Mittal et al., 

2011). Phytase là enzyme chính chịu trách 

nhiệm cho sự thủy phân của acid phytic và 

muối phytate. Ngoài ra, phytase làm giảm 

lượng phospho thải vào môi trường và 

những vấn đề từ kết quả của hiện tượng 

phú dưỡng. Bổ sung phytase vào khẩu 

phần ăn của động vật dạ dày đơn, làm 

giảm bài tiết phosphate trong phân lên 

đến 50% (Greiner & Konietzny, 2006). 

Trong thập kỷ qua, đã có rất nhiều nghiên 

cứu về phytase được tổng hợp từ vi sinh 

vật và việc tối ưu hóa các điều kiện nuôi 

cấy cũng như tối ưu hóa các điều kiện tổng 

hợp enzyme phytase với mục đích tăng 

sản lượng. 

Phytase có mặt rộng rãi trong thực 

vật, mô động vật và vi sinh vật kể cả con 

người. Mặc dù việc sản xuất phytase 

thương mại đều chủ yếu tập trung ở nấm 

Aspergillus, những nghiên cứu đã đề nghị 

rằng phytase của vi khuẩn có thể thay thế 

enzyme phytase từ nấm bởi vì mật số cao 

và có nét riêng biệt, độ bền với sự thủy 

phân protein cao và hiệu quả xúc tác tốt 

nhất. Phytase thì có mặt rộng rãi trong 

nhiều loại vi khuẩn khác nhau như: 

Bacillus, Enterobacteria, Pseudomonas và 

vi khuẩn kị khí ở dạ cỏ động vật nhai lại 

(Jorquera et al., 2008). 

Những thành viên của giống 

Pseudomonas chứa nhiều loại phytase 

khác nhau như Cphy, HAP và BPP. 

Pseudomonas có quá trình trao đổi chất 

linh hoạt với nhiều loại dưỡng chất khác 

nhau, một vài loài có thể sử dụng trên 100 

nguồn năng lượng và carbon khác nhau. 

Sự trao đổi chất đa dạng này đòi hỏi phải 

có sự hiện diện của nhiều loại phytase 

trong một vài loài Pseudomonas. 

(Jorquera et al., 2008). 

Với những lợi ích nêu trên, nhiều 

nghiên cứu phytase đã được thực hiện 

trên các đối tượng khác nhau như: thực 

vật (hạt ngũ cốc và đậu), động vật và vi 

sinh vật. Trong đề tài này tôi chọn vi 

khuẩn Pseudomonas stutzeri làm đối 

tượng thí nghiệm vì vi khuẩn này phân bố 

rộng và có nhiều công dụng. 

1.2. Mục tiêu  

Tuyển chọn các dòng P. stutzeri tổng 

hợp enzyme phytase cao. 

Khảo sát ảnh hưởng của các nguồn 

dinh dưỡng và điều kiện nuôi cấy đến khả 

năng sinh tổng hợp phytase của vi khuẩn 

P.  Stutzeri. 

Xác định điều kiện hoạt động và bảo 

quản enzyme phytase thích hợp như nhiệt 

độ, pH. 
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2. Phương pháp nghiên cứu  

2.1. Nguyên liệu 

Chọn 225 dòng vi khuẩn 

Pseudomonas stutzeri  (P. stutzeri) phân 

lập từ ao nuôi cá tra và ao nuôi tôm ở các 

tỉnh An Giang, Vĩnh Long, Cần Thơ, Bạc 

Liêu, Tiền Giang, Kiên Giang, Bến Tre, 

Đồng Tháp, các dòng vi khuẩn đã được 

phân lập tại phòng thí nghiệm Vi Sinh Vật, 

Viện Nghiên Cứu và Phát Triển Công Nghệ 

Sinh Học, Trường Đại học Cần Thơ.  

2.2. Hóa chất  

Một số hóa chất dùng để xác định hoạt 

tính và định lượng protein: Sodium 

phytate (C6H6Na12O24P6H2O) (Sigma), 

Acid sulfuric (H2SO4), Muối sodium 

acetate 0,05 M pH 4,8, 0,05 M Tris-HCl pH 

7,5, Tricloro- acetic 15% (TCA), Thuốc 

thử Bradford, Ethanol (-20oC), Aceton, 

L(+)- ascorbic acid (C6H8O2). 

Môi trường thử khả năng hòa tan lân 

hữu cơ (Chunshan et al., 2001). 

Một số hóa chất dùng để xác định hoạt 

tính và định lượng protein: Sodium 

phytate (C6H6Na12O24P6H2O) (Sigma), 

Acid sulfuric (H2SO4), Muối sodium 

acetate 0,05 M pH 4,8, 0,05 M Tris - HCl 

pH 7,5, Tricloro - acetic 15% (TCA), Thuốc 

thử Bradford, Ethanol (-20oC), Aceton, 

L(+)- ascorbic acid (C6H8O2). 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

2.3.1. Khảo sát khả năng hòa tan lân 

hữu cơ của các dòng vi khuẩn P. stutzeri. 

Thí nghiệm 1: Khảo sát khả năng hòa 

tan lân hữu cơ (Sodium phytate) của các 

dòng vi khuẩn P.  Stutzeri. 

Mục đích: Tuyển chọn một số dòng có 

khả năng hòa tan lân hữu cơ mạnh. 

Bố trí: Thí nghiệm 1 nhân tố là 225 

dòng vi khuẩn đã phân lập ở phòng thí 

nghiệm vi sinh, thí nghiệm với 3 lần lặp lại.  

Tiến hành thí nghiệm: Chuẩn bị môi 

trường đĩa để thử khả năng hòa tan lân 

hữu cơ có bổ sung phytate. Cấy các dòng 

vi khuẩn khảo sát lên đĩa, lặp lại 3 lần ở 3 

đĩa. Nuôi ủ 72 giờ tiến hành quan sát, đo 

đường kính của halo (vùng trong) và 

đường kính của khuẩn lạc. Chọn ra 3 dòng 

mạnh nhất để làm thí nghiệm kế tiếp. 

Chỉ tiêu đánh giá: Tỉ lệ đường kính của 

halo/đường kính của khuẩn lạc 

(Hariprasad & Niranjana, 2008). 

2.3.2. Khảo sát các điều kiện nuôi cấy 

thích hợp để vi khuẩn tổng hợp enzyme 

phytase cao nhất. 

Thí nghiệm 2: Khảo sát nhiệt độ và pH 

môi trường thích hợp cho vi khuẩn P. 

stutzeri tổng hợp enzyme phytase cao 

nhất. 

Mục đích:  Xác định nhiệt độ và pH của 

môi trường nuôi cấy để vi khuẩn tổng hợp 

enzyme phytase cao nhất  

Bố trí: Thí nghiệm bố trí ngẫu nhiên 

với 2 nhân tố là nhiệt độ: 30, 35, 40oC và 

pH: 4,5; 5,5; 6,5; 7,5; 8,5. Thí nghiệm lặp 

lại 3 lần.  

Tiến hành thí nghiệm: Tuyển chọn từ 

52 dòng vi khuẩn có khả năng hoàn tan lân, 

chọn 3 dòng có khả năng hòa tan lân mạnh 

nhất. Tiến hành nuôi cấy trong môi trường 

tối thiểu (minimal) dạng lỏng, sau 3 ngày 

thu sinh khối. Pha môi trường hòa tan lân 

hữu cơ, hiệu chỉnh pH môi trường như đã 

bố trí. Cấy 3 dòng vi khuẩn đã chọn lên đĩa 

bằng cách hút 10 µL dịch lỏng chứa sinh 

khối vi khuẩn, nhỏ lên đĩa đã đổ sẵn môi 

trường (lặp lại 3 lần trên 3 đĩa). Sau đó, ủ ở 

các nhiệt độ 30oC, 35oC, 40oC. Tiến hành đo 
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đường kính của halo và đường kính của 

khuẩn lạc sau 3 ngày nuôi cấy. Chọn 1 dòng 

trong 3 dòng có khả năng hòa tan lân cao 

nhất ở các nhiệt độ và pH bố trí. 

Chỉ tiêu đánh giá: Tỉ lệ đường kính của 

halo/khuẩn lạc (Hariprasad & Niranjana, 

2008). 

Thí nghiệm 3: Khảo sát thời gian nuôi 

cấy thích hợp để vi khuẩn P. stutzeri sinh 

tổng hợp phytase cao nhất. 

Mục đích: Xác định thời gian nuôi cấy 

để vi khuẩn P. stutzeri sinh tổng hợp 

phytase cao nhất. 

Bố trí: Thí nghiệm được bố trí ngẫu 

nhiên với 1 nhân tố là thời gian từ 0 đến 7 

ngày. Thí nghiệm lặp lại 3 lần. 

Tiến hành thí nghiệm: Chọn một dòng 

vi khuẩn có khả năng tạo halo cao nhất 

trong 3 dòng đã chọn ở thí nghiệm 2. Nuôi 

trong môi trường hòa tân lân (Chunshan 

et al., 2001). Hiệu chỉnh pH và nhiệt độ 

như thí nghiệm 2. Thu mẫu theo từng ngày 

như bố trí, ly trích enzyme và xác định 

hoạt tính của phytase theo phương pháp 

Heinonen & Lahti (1981). 

Chỉ tiêu đánh giá: Hoạt tính của 

phytase (U/g sinh khối tươi). 

2.3.3. Khảo sát các nguồn dinh dưỡng 

thích hợp để vi khuẩn tổng hợp enzyme 

phytase cao nhất. 

Thí nghiệm 4: Khảo sát nguồn phytate 

và môi trường nuôi cấy thích hợp để vi 

khuẩn P. stutzeri sinh tổng hợp phytase 

cao nhất. 

Mục đích: Chọn được nguồn phytate 

và môi trường thích hợp để vi khuẩn P. 

stutzeri tổng hợp phytase cao nhất. 

Bố trí: Thí nghiệm được bố trí ngẫu 

nhiên với 2 nhân tố là nguồn phytate: 

sodium phytate, bột bắp, bột mì, bột đậu 

trên 2 loại môi trường: lỏng và rắn (riêng 

sodium phytate chỉ sử dụng trên môi 

trường lỏng). Thí nghiệm được lặp lại 3 lần,. 

Tiến hành thí nghiệm: Dòng vi khuẩn 

được chọn ở thí nghiệm 2 được nuôi trong 

hai loại môi trường với thể tích cấy mẫu 

bằng nhau (2 mL) và lượng phytate bổ 

sung vào như nhau trong cả hai môi 

trường: Môi trường bán rắn (90 g chất 

khô) được chuẩn bị với thành phần cơ bản 

trấu : nguồn phytate theo tỉ lệ 1:2 (w/w). 

Bổ sung 42 mL khoáng, thêm nước cất sao 

cho môi trường đạt ẩm độ 60% (Tuyết, 

2004). Các điều kiện nuôi cấy (nhiệt độ, 

pH và thời gian) được chọn ở thí nghiệm 

2,3. Tiến hành thu mẫu, ly trích, xác định 

hoạt tính của phytase theo phương pháp 

Heinonen & Lahti (1981). 

Chỉ tiêu đánh giá: Hoạt tính của 

phytase (U/mg protein). 

Thí nghiệm 5: Khảo sát ảnh hưởng của 

nguồn carbon thích hợp. 

Mục đích: Chọn được nguồn carbon 

thích hợp để vi khuẩn tổng hợp phytase 

cao nhất. 

Bố trí: Thí nghiệm 1 nhân tố là các 

nguồn carbon như sau: 1% Glucose, 

Maltose, Sucrose, Fructose, Manitol và 

0,5% Glucose + Sucrose. Thí nghiệm với 3 

lần lặp lại và 1 mẫu đối chứng (môi trường 

không bổ sung nguồn carbon). 

Tiến hành thí nghiệm: Dòng vi khuẩn 

đã chọn được nuôi trong môi trường với 

các điều kiện tối ưu đã chọn ở các thí 

nghiệm trước. Thay đổi nguồn carbon 

trong môi trường như đã bố trí. Tiến hành 
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thu mẫu, ly trích và xác định hoạt tính 

phytase theo phương pháp Heinonen & 

Lahti (1981). 

Chỉ tiêu đánh giá: Hoạt tính của 

phytase (U/g sinh khối tươi). 

Thí nghiệm 6: Khảo sát ảnh hưởng của 

nguồn nitơ thích hợp 

Mục đích: Chọn được nguồn nitơ thích 

hợp để vi khuẩn tổng hợp phytase cao nhất. 

Bố trí: Thí nghiệm được bố trí ngẫu nhiên 

với 1 nhân tố là  nguồn nitơ: 0,1% Glycine, 

Malt extract, Yeast extract và Amonium 

sulfate, 0,05% Malt extract + 0,05% 

Amonium sulfate, 3 lần lặp lại và mẫu ĐC (môi 

trường không bổ sung nguồn nitơ).  

Tiến hành thí nghiệm: Dòng vi khuẩn 

P. stutzeri được nuôi trong môi trường 

bán rắn với các điều kiện đã chọn ở các thí 

nghiệm trước, chỉ thay đổi nguồn nitơ như 

đã bố trí. Sau đó tiến hành thu mẫu, ly 

trích và xác định hoạt tính của phytase 

theo phương pháp Heinonen & Lahti 

(1981). 

Chỉ tiêu đánh giá: Hoạt tính phytase 

(U/g sinh khối tươi). 

2.3.4. Khảo sát nhiệt độ và pH tối ưu 

của phytase thô được thu nhận từ vi khuẩn 

P. stutzeri. 

Thí nghiệm 7: Khảo sát nhiệt độ ủ tối 

ưu của enzyme phytase thô được ly trích từ 

vi khuẩn. 

Mục đích: Chọn được nhiệt độ ủ tối ưu 

cho hoạt động của enzyme phytase thô 

thu nhận từ vi khuẩn 

 Bố trí: Thí nghiệm bố trí ngẫu nhiên 

với 1 nhân tố là nhiệt độ ủ: 30oC, 35oC, 

45oC, 55oC, 65oC, 75oC, 85oC. Thí nghiệm 

lặp lại 3 lần.  

Tiến hành thí nghiệm: Dịch trích 

enzyme thô được ly trích từ vi khuẩn được 

nuôi trong môi trường với các điều kiện 

tối ưu đã chọn ở các thí nghiệm trước, 

đem ủ 10 phút ở các nhiệt độ như bố trí. 

Tiến hành xác định hoạt tính theo phương 

pháp Heinonen & Lahti (1981).  

Chỉ tiêu đánh giá: Hoạt tính của 

phytase (U/mg prot). 

Thí nghiệm 8: Khảo sát pH tối ưu của 

enzyme phytase thô từ vi khuẩn P. Stutzeri. 

Mục đích:  Xác định pH tối ưu của 

phytase thô. 

Bố trí: Thí nghiệm được bố trí ngẫu 

nhiên với 1 nhân tố là pH: 2,5; 3,5; 4,5; 5,5; 

6,5; 7,5; 8,5; 9,5; 10,5. Thí nghiệm lặp lại 3 

lần.  

Tiến hành thí nghiệm: Enzyme 

phytase thô được ly trích và tủa bằng 

acetone theo tỷ lệ 1:3, ly tâm và thu lấy 

enzyme thô, để khô trong bình hút ẩm, sau 

đó hòa tan trong các dung dịch đệm có pH 

như bố trí, ủ 24 giờ. Tiến hành xác định 

hoạt tính của phytase theo phương pháp 

Heinonen & Lahti (1981). 

Chỉ tiêu đánh giá: Hoạt tính của 

phytase (U/mg prot). 

2.3.5. Phương pháp phân tích  

 Phương pháp đo đường kính halo  

Vi khuẩn sau khi được nuôi trong môi 
trường bán rắn với các điều kiện tối ưu đã 
chọn, tiến hành dùng thước chia vạch đo 
đường kính halo và đường kính khuẩn lạc. 
Tỉ lệ đường kính của halo/đường kính của 
khuẩn lạc được xác định dựa vào công 
thức của Pikovskaya (Hariprasad & 
Niranjana, 2008). 

 Đường kính của khuẩn lạc + halo (cm)/ 
Đường kính của khuẩn lạc (cm) 
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 Phương pháp xác định hoạt tính 

enzyme phytase  

Vi khuẩn sau khi được nuôi trong môi 

trường bán rắn, sau đó đem ly trích bằng 

cách tủa trong acetone với tỷ lệ 1:4, ủ ở -

20oC 4 giờ. Sau đó, lắc đều và ổn định 

trong đá khoảng 2 giờ, ly tâm 7000 

vòng/phút ở 4oC trong 20 phút. Loại bỏ 

dịch trong, thu phần kết tủa, làm khô 

trong bình hút ẩm. Hòa tan enzyme trong 

dung dịch đệm NaAc 0,05M, pH 5,5 và xác 

định hoạt tính theo phương pháp 

Heinonen & Lahti (1981) như sau: 

Các gốc phosphate tự do (do phytase 

cắt cơ chất phytate tạo ra) sẽ tác dụng với 

ammonium molybdate cho ra 

phosphomolybdate có màu vàng. Khi khử 

phosphomolybdate, màu vàng sẽ chuyển 

thành màu xanh molydate theo phản ứng:  

2MoO2.4MoO3 + H3PO4 + 4H2O → 

(MoO2.4MoO3)2.H3PO4.4H2O 

Hoạt tính của phytase được xác định 

dựa trên lượng phosphorus sinh ra trong 

mẫu khi đo độ hấp thu ở bước sóng 880 nm. 

2.3.6. Phương pháp xử lý thống kê 

Số liệu trong nghiên cứu được xử lý 

bằng chương trình Microsoft Excel 2010, 

phân tích one - way Anova, two - way 

Anova và kiểm định Fisher bằng phần 

mềm thống kê Minitab 17. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Kết quả khảo sát khả năng hòa 

tan lân hữu cơ của các dòng vi khuẩn P.  

stutzeri. 

Thí nghiệm khảo sát 225 dòng P. 

Stutzeri phân lập từ ao nuôi cá tra và ao 

nuôi tôm ở 8 tỉnh ĐBSCL cho thấy có 52 

dòng P. Stutzeri có khả năng hòa tan 

sodium phytate sau khi ủ ở 30oC trong 72 

giờ (Bảng 1). 

Theo hình 1 chọn được 3 dòng N1a, 

3a, 6c với tỉ lệ đường kính halo cao nhất 

so với các dòng còn lại. Trong đó dòng N1a 

và 3a tạo đường kính halo lớn nhất (vùng 

trong). Kết quả có thể giải thích là do vi 

khuẩn P. Stutzeri sản xuất phytase ngoại 

bào, phân giải sodium phytate trong môi 

trường. Dòng N1a có khả năng sinh 

phytase cao nên đường kính của dòng này 

cao nhất. Như vậy mỗi dòng sẽ có khả 

năng sinh phytase khác nhau. 

Kết quả này tương đương với kết quả 

của Hosseinkhani et al., (2007) cho rằng vi 

khuẩn Pseudomonas sp. có khả năng tạo halo 

trên môi trường thạch với đường kính halo 

khoảng 4,1 cm sau khi ủ ở 28oC 72 giờ.  

Bảng 1. Kết quả đánh giá khả năng hòa 

tan lân hữu cơ của các dòng vi khuẩn P. stutzeri 

Stt Nguồn mẫu Vị  Trí 

Số dòng 
test khả 
năng 
hòa tan 
lân hữu 
cơ 

Số dòng 
có khả 
năng 
hòa tan 
lân hữu 
cơ 

1 An Giang Ao Cá Tra 21 10 

2 Bến Tre Ao Cá Tra 63 28 

3 Cần Thơ Ao Cá Tra 23 1 

4 Đồng Tháp Ao Cá Tra 17 3 

5 Kiên Giang Ao Cá Tra 6 0 

6 Tiền Giang Ao Cá Tra 17 3 

7 Vĩnh Long Ao Cá Tra 16 5 

8 Bạc Liêu Ao Tôm 62 2 

Tổng Cộng 225 52 
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Hình 1. Tỉ lệ đường kính halo/đường kính khuẩn lạc của các dòng vi khuẩn P. stutzeri 

3.2. Kết quả khảo sát ảnh hưởng 

nhiệt độ và pH môi trường lên khả năng 

tổng hợp enzyme phytase của các dòng vi 

khuẩn P.  stutzeri 

Kết quả bảng 2 cho thấy dòng 3a có 

đường kính halo lớn nhất ở nhiệt độ 300C và 

pH 7,5, nhưng nhỏ hơn đường kính halo của 

N1a ở cùng nhiệt độ và pH. Đường kính halo 

của hai dòng trên giảm dần khi tăng nhiệt 

độ và pH. Dòng 6c tạo halo có đường kính 

nhỏ ở nhiệt độ 350C và pH 7,5. 

Kết quả trên phù hợp với báo cáo của 

Lalucat et al., (2006), các dòng vi khuẩn 

Pseudomonas có thể tạo halo ở nhiệt độ 

30oC, pH trung tính 6,5 - 7,5. Theo kết quả 

của Hosseinkhani et al., (2007) thì nhiệt 

độ thích hợp cho vi khuẩn Pseudomonas 

sp. tổng hợp phytase là 28oC và pH là 6,5. 

Qua thí nghiệm này dòng vi khuẩn N1a 

được chọn nuôi cấy tiếp tục để thu nhận 

enzyme phytase thô cho các thí nghiệm 

tiếp theo. 
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Bảng 2. Trung bình tỉ lệ đường kính halo / khuẩn lạc khi nuôi vi khuẩn P.  stutzeri trên 
môi trường thạch với nhiệt độ ủ và pH môi trường khác nhau 

 
Mẫu 

Trung bình tỉ lệ đường kính halo / khuẩn lạc Nhiệt độ 
(oC) pH 

4.5 5.5 6.5 7.5 8.5  
3a 0bgt 0bft 0bet 5bdt 0bht 

30 N1a 3,17agt 4,5aft 2,25aet 6,38adt 0aht 

6c 0cgt 0cft 0cet 0cdt 0cht 

3a 0bgt 0bft 3bet 4,17bdt 0bht 

35 N1a 2agt 2,88aft 2,38aet 4,83adt 0aht 

6c 0cgt 0cft 0cet 1,38cdt 0cht 

3a 0bgt 0bft 4,83bet 4,17bdt 0bht 

40 

N1a 0agt 4,17aft 3,83aet 4,5adt 0aht 

6c 0cgt 0cft 0cet 0cdt 0cht  

Ghi chú: Các số liệu trong bảng là kết quả của 3 lần lặp lại, các số liệu có mẫu tự đi kèm 
giống nhau khác biệt không ý nghĩa ở mức độ ý nghĩa 0,05 theo thống kê two – way Anova. 

 

a) 300C, 7,5            b) 350C, 7,5         c) 400C, 7,5 

Hình 2. Halo của 3 dòng 3a, N1a, 6c khi ủ ở nhiệt độ 30, 35, 40oC, pH 7,5 

3.3. Kết quả khảo sát thời gian nuôi 

cấy thích hợp để vi khuẩn P. stutzeri tổng 

hợp enzyme phytase cao nhất 

Kết quả (hình 3) cho thấy ở ngày thứ 

nhất vi khuẩn đã bắt đầu tổng hợp phytase 

tuy nhiên hoạt tính còn rất thấp do vi khuẩn 

mới dần thích nghi với môi trường, tổng 

hợp các enzyme cần cho sự phân giải 

phytate và các dưỡng chất nên hoạt tính 

chưa cao. Hoạt tính tăng dần vào ngày 3 cao 

nhất (0,1302 U/g sinh khối tươi), sau đó 

giảm nhanh do vi khuẩn đã thủy phân hết 

phytate trong môi trường. Hoạt tính 

phytase không còn ở ngày thứ 7 vì lượng 

phytate trong môi trường đã được vi khuẩn 

phân giải hết. Như vậy thời gian thích hợp 

nhất để N1a tổng hợp phytase là 3 ngày. 

Kết quả tương tự với công bố của 

Hosseinkhani et al. (2007) trên dòng vi 

khuẩn Pseudomonas sp khi ủ ở 28oC, pH 6,5 

và Yoon et al. (1995) trên Enterobacter sp. 

Tuy nhiên theo kết quả của Tuyết (2004) 

trên Aspergillus niger NRRL-363 và El - 

Gindy et al. (2009) Malbranchea sulfurea và 

A. niveus sinh tổng hợp phytase tăng dần từ 

ngày thứ 4, đạt tối ưu vào ngày thứ 6 sau đó 

giảm dần, theo Casey và Walsh (2003) trên 

đối tượng A. awamorii ATCC 11382 hoạt 
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tính phytase cao nhất vào ngày 6 và 8 là 0,11 

U/mL và 0,85 U/mL. Như vậy các dòng vi 

khuẩn khác nhau có thời gian sinh tổng hợp 

phytase khác nhau. 

 

Hình 3. Hoạt tính phytase của vi khuẩn 

N1a theo thời gian nuôi cấy 

3.4. Kết quả khảo sát nguồn phytate 

thích hợp để vi khuẩn P. stutzeri tổng hợp 

enzyme phytase cao nhất 

Theo hình 4 cho thấy trong môi trường 

bán rắn với nguồn phytate là bột bắp, dòng 

N1a sinh enzyme phytase cao nhất. Trong 

môi trường lỏng nguồn cơ chất là sodium 

phytate, vi khuẩn có hoạt tính phytase cao 

hơn so với các nguồn phytate còn lại, nhưng 

hoạt tính không cao so với nguồn phytate là 

bột bắp trong môi trường bán rắn. Như vậy 

bột bắp trong môi trường bán rắn được xem 

là nguồn phytate tốt nhất cho vi khuẩn tổng 

hợp phytase do vi khuẩn dễ sử dụng và hấp 

thu. Hơn nửa do vi khuẩn hiếu khí nên trong 

môi trường bán rắn có bề mặt thoáng tạo 

điều kiện cho vi khuẩn phát triển tốt hơn 

môi trường lỏng dẫn đến khả năng tổng hợp 

phytase cũng tốt hơn. 

Kết quả tương tự với kết quả của Shieh 

& Ware (1968) trên đối tượng là A. niger 

NRRL 3135, Vats & Banerjee (2002) trên 

đối tượng là A. niger. Theo Tuyết (2004) 

trên A. niger thì nguồn phytate được chọn là 

bột mì. Hariprasad & Niranjana (2008) bột 

đậu được xem là nguồn phytate khi nuôi các 

dòng vi khuẩn nốt rễ trong môi trường lỏng. 

 

Hình 4. Hoạt tính phytase của dòng 

N1a trong môi trường bán rắn và lỏng với 

các nguồn phytate khác nhau 

3.5. Kết quả khảo sát ảnh hưởng 

của nguồn carbon và nồng độ carbon 

đến khả năng tổng hợp phytase từ vi 

khuẩn P. stutzeri 

Theo hình 5 cho thấy tỉ lệ glucose : 

sucrose (1:1) cho khả năng sinh phytase cao 

nhất với hoạt tính khoảng 0,1308 U/g sinh 

khối tươi khi bổ sung với nồng độ 0,5%, cao 

gấp 11,8 lần so với mẫu đối chứng (môi 

trường không có bổ sung nguồn carbon), sự 

kết hợp cùng lúc hai nguồn carbon glucose 

và sucrose đã thúc đẩy hoạt động của vi 

khuẩn P. stutzeri, từ đó làm tăng khả năng 

tổng hợp phytase. 

Kết quả này phù hợp với kết quả của 

Hosseinkhani et al. (2007) cũng trên đối 

tượng là Pseudomonas sp., Hariprasad & 

Niranjana (2008) trên vi khuẩn nốt rễ. Tuy 

nhiên theo Vats & Banerjee (2002) trên đối 

tượng là A. niger thì glucose được xem là 

nguồn carbon tốt nhất. 

0.0000 0.0036

0.0141

0.1302

0.0484

0.0292
0.0217

0.0085

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.12

0.14

0.16

0 1 2 3 4 5 6 7

H
o

ạ
t 

tí
n

h
 p

h
y

ta
se

(U
/g

 s
in

h
 k

h
ố

i 
tư

ơ
i)

Thời gian nuôi cấy (ngày)

0.3161

0.2818

0.1133

0.057

0.3484

0.0816

0.1543

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

Sodium phytate Bột bắp Bột mì Bột đậu

H
o

ạ
t 

tí
n

h
 p

h
y

ta
se

 (
U

/m
g

 p
r
o

t)

Nguồn phytate

Môi trường lỏng

Môi trường bán rắn



  
TẠP CHÍ KHOA HỌC YERSIN – CHUYÊN ĐỀ KHOA HỌC CÔNG NGHỆ 

 

 

Tập 13 (12/2022)  61 

 

Hình 5. Hoạt tính phytase của vi khuẩn N1a với các nguồn carbon khác nhau trên môi 

trường bán rắn. Ghi chú: ĐC: Đối chứng; Glu: Glucose; Suc: Sucrose; Glu + Suc: Glucose + 

Sucrose; Mal: Maltose; Fru: Fructose; Man: Manitol. 

3.6. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của 

nguồn nitơ và nồng độ nitơ đến khả năng 

sinh phytase của vi khuẩn P.  stutzeri. 

Hình 6 cho thấy nguồn nitơ thích hợp 

nhất cho sinh tổng hợp phytase là Malt 

extract (0,1408 U/g sinh khối tươi) khi bổ 

sung với nồng độ 0,1%, cao gấp 11,6 lần so 

với đối chứng (môi trường không bổ sung 

nguồn nitơ), khác biệt có ý nghĩa với các 

nguồn còn lại. Điều này có thể giải thích do 

Malt extract là nguồn cung cấp nitơ dồi giàu 

giúp vi khuẩn tăng trưởng mạnh hơn, tổng 

hợp phytase nhiều hơn.  

Kết quả phù hợp với nghiên cứu của 

Hosseinkhani et al. (2007) trên đối tượng là 

Pseudomonas sp và El - Gindy et al. (2009) 

trên đối tượng A. niveus, và Malbranchea 

sulfurea thì nguồn nitơ là yeast extract. 

Theo Tuyết (2004) thì nguồn nitơ thích hợp 

cho A. Niger NRRL-363 là Amon citrate. 

Singh & Satyanarayana (2008) trên 

Sporotrichum thermophile thì Ammonium 

sulfate được sử dụng làm nguồn nitơ.  

 

Hình 6. Hoạt tính phytase của N1a khi 

nuôi trong môi trường với các nguồn nito 

khác nhau 

Ghi chú: ĐC: Đối chứng; AS: Amonium 

sulfate; ME: Malt extract; Gly: Glycine; ME + 

AS: Malt extract + Amonium sulfate ; YE: 

Yeast extract. 

3.7. Kết quả khảo sát nhiệt độ tối ưu 

của enzyme phytase thô. 

Kết quả ở hình 7 cho thấy phytase từ P. 

stutzeri hoạt động mạnh ở nhiệt độ tương 

đối cao 45oC với hoạt tính 0,1323 U/g sinh 

khối tươi. Nhiệt độ này cũng trong khoảng 

0.011

0.0252

0.0416

0.1308

0.1085

0.0723

0.0602

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0.14

0.16

ĐC Glu Suc Glu + Suc Mal Fru Man

H
o

ạ
t 

tí
n

h
 p

h
y

ta
se

(U
/g

 s
in

h
 k

h
ố

i 
tư

ơ
i)

Các nguồn carbon khác nhau

0.012

0.0267

0.1408

0.0551

0.0984

0.0464

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0.14

0.16

ĐC AS ME Gly ME + AS YE

H
o

ạ
t 

tí
n

h
 p

h
y

ta
se

(U
/g

 s
in

h
 k

h
ố

i 
tư

ơ
i)

Các nguồn nitơ khác nhau



  
TẠP CHÍ KHOA HỌC YERSIN – CHUYÊN ĐỀ KHOA HỌC CÔNG NGHỆ 

 

 

Tập 13 (12/2022)  62 

 

nhiệt độ tối ưu của hầu hết phytase ở vi 

khuẩn (25 – 70oC) (Tuyết, 2004), trừ 

Bacillus có nhiệt độ cao hơn 70oC. Tuy nhiên 

cũng có một số dòng Bacillus subtilis có 

enzyme phytase có hoạt tính ở nhiệt độ 

thấp hơn khoảng 55oC (Kerovuo et al., 

1998). Nhiệt độ cao hơn 55oC hoạt tính 

enzyme giảm rõ rệt và mất hoạt tính hoàn 

toàn ở 85oC. Nhiệt độ tối ưu của P. stutzeri 

thấp hơn so với Enterobacter sp có nhiệt độ 

tối ưu khoảng 50 - 60oC, B. Subtilis N-77 là 

60oC và nấm là 58oC (Kim et al., 2002). 

 

Hình 7. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến 

hoạt tính phytase thô của dòng N1a 

3.8. Kết quả khảo sát pH tối ưu của 

enzyme phytase thô từ vi khuẩn P. 

Stutzeri. 

Kết quả hình 8 cho thấy phytase thô từ 

vi khuẩn P. stutzeri hoạt động mạnh nhất ở 

giá trị pH 5,5 (0,04 U/mg prot) và hoạt tính 

giảm dần ở các giá trị pH cao hơn, mất hoàn 

toàn hoạt tính ở pH 9,5 và 10,5. Trong khi 

đó, phytase từ các dòng vi khuẩn khác có 

khoảng pH tối ưu 6,5 –7,5, ở Bacillus pH tối 

ưu của phytase là 7 (Kim et al., 2003), riêng 

ở Enterobacter sp. phytase có pH tối ưu là 

7,0 – 7,5 (Yoon et al., 1995).  

Theo kết quả ở hình 8, nhận thấy 

phytase từ vi khuẩn có thể chịu được 

khoảng pH khá rộng từ 2,5-5,5 với hoạt tính 

giảm khoảng 20% so với trước khi ủ, pH 5,5 

cao nhất với hoạt tính còn lại khoảng 88%, 

giảm 12% hoạt tính so với trước khi ủ 24 

giờ, tuy nhiên ở khoảng pH 6,5 giảm hoạt 

tính đáng kể và mất hoàn toàn hoạt tính ở 

pH kiềm. pH hoạt động của phytase trong 

khoảng acid phù hợp với điều kiện tiêu hóa 

trong dạ dày (pH 2,0 – 4,0) và ruột non (pH 

4,0 – 6,0) của động vật. Vì vậy có thể bổ sung 

phytase vào thức ăn gia súc cho hiệu quả 

cao (Casey và Walsh, 2002). Howson & 

Davis (1983) cho rằng khoảng pH bền của 

phytase là từ 1,8 - 8,0. Kết quả này gần như 

phù hợp với kết quả của Kim et al. (2003) 

phytase từ B. subtilis có khoảng pH bền là từ 

4,0 - 8,0.  

 

Hình 8. Ảnh hưởng của pH đến hoạt 

tính phytase thô của dòng N1a 

4. Kết luận 
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cơ (sodium phytate) trên môi trường thạch, 

trong đó dòng N1a có khả năng hòa tan lân 

hữu cơ mạnh nhất trên môi trường có bổ 

sung cơ chất phytate. Nghiên cứu bước đầu 
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đã khảo sát được các điều kiện môi trường 

nuôi cấy thích hợp nhất để giúp vi khuẩn có 

thể tổng hợp được phytase cao nhất. Mặc 

khác, nghiên cứu cũng đã khảo sát được các 

điều kiện tối ưu cho hoạt động của phytase 

như nhiệt độ và pH tối ưu. 

Với các kết quả nghiên cứu trên, hoạt 

tính thu hồi enzyme phytase từ vi khuẩn P. 

Stutzeri tương đối cao, rất thích  hợp để bổ 

sung vào thức ăn chăn nuôi gia súc, giúp cho 

vật nuôi có thể hấp thu phospho tối đa, giảm 

thiểu lượng chất thải từ quá trình chăn nuôi 

gia súc. Bên cạnh đó, enzyme phytase hiện 

nay được ly trích từ các nguồn khác như 

thực vật, động vật có giá thành rất cao. Đề 

tài bước đầu cung cấp cơ sở nghiên cứu để 

tiến hành tinh sạch phytase từ vi sinh vật, 

cung cấp  nguồn phytase rẽ tiền hơn, từ đó 

mở ra hướng ứng dụng bổ sung phytase từ 

vi sinh vật vào khẩu phần ăn của vật nuôi, 

mang lại hiệu quả kinh tế cao và giảm ô 

nhiễm chất thải chăn nuôi. 
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