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ABSTRACT 

Phytases are acid phosphatase enzymes, which efficiently cleave phosphate 
moieties from phytate molecules, thereby generating inorganic phosphate, the 
essential phosphorus nutrient for organisms. Aspergillus fumigatus is a 
potential source of extracellular phytase that adopted a special characteristic 
of high ability in refolding after heat denaturation. This capability is 
appropriate for feed production. Thus, isolation of A. fumigatus for phytase 
production is necessary.  The result indicated that there were 8 strains isolated 
from 5 rice soil samples, however, there were 3 isolates designated as ET3, ET7 
and ET8 producing high phytase activity on selective M2 medium at 30ºC. 
Among them, ET3 showed the best growth at high temperature (45ºC) and its 
morphological characteristics was similar to morphological characteristics of 
published A. fumigatus. ET3 was identified by molecular biology based on gene 
sequencing of ITS region. The result showed that the ET3 isolate belonged to an 
Aspergiullus fumigatus species that its homology was 98%. 

TÓM TẮT 

Phytase là enzyme có khả năng thủy phân acid phytic hay phytate tạo thành 
những gốc phosphate tự do để cung cấp nguồn dinh dưỡng phosphorus thiết 
yếu cho sinh vật. Trong nhiều nghiên cứu cho thấy chủng nấm mốc Aspergillus 
fumigatus là nguồn sản xuất phytase ngoại bào tiềm năng và ưu điểm nổi bật 
của phytase từ chủng nấm này là khả năng chịu nhiệt cao, đặc điểm này phù 
hợp với điều kiện gia nhiệt trong quá trình sản xuất thức ăn chăn nuôi. Vì thế, 
việc phân lập A. fumigatus với khả năng sinh tổng hợp phytase là điều cần thiết. 
Kết quả nghiên cứu cho thấy, có 8 chủng nấm mốc được phân lập từ 5 mẫu lúa 
khảo sát nhưng chỉ có 3 chủng nấm mốc với ký hiệu ET3, ET7 và ET8 có khả 
năng sinh tổng hợp phytase cao dựa trên sự hình thành vòng halo trên môi 
trường tuyển chọn M2 ở nhiệt độ 30ºC. Trong đó, chủng ET3 có khả năng phát 
triển tốt nhất ở nhiệt độ cao (45ºC) và các đặc điểm hình thái tương đồng với 
chủng A. fumigatus đã công bố. Định danh chủng ET3 bằng phương pháp sinh 
học phân tử, sử dụng kỹ thuật giải trình tự gen trên vùng ITS.Kkết quả cho thấy, 
chủng ET3 thuộc Aspergillus fumigatus với mức độ đồng hình 98%. 

 
1 GIỚI THIỆU 

Phosphorus là nguồn dinh dưỡng thiết yếu cho 
sinh vật bởi vì nó là thành phần cấu trúc quan trọng 
của nhiều đại phân tử sinh học như DNA, RNA, 
protein và màng phospholipid của tế bào và các 
phân tử cao năng lượng như ATP và NADPH                

(Jahnke, 2000). Dạng tồn tại chính của phosphorus 
trong thực vật là phytate (muối của phytic acid). 
Người và các động vật ăn cỏ dạ dày đơn không thể 
sử dụng phosphorus ở dạng này vì thiếu enzyme 
phytase (Holm et al., 2002). Việc bổ sung enzyme 
phytase vào thức ăn để giúp tiêu hóa tốt phytate là 
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giải pháp hiệu quả cho các vấn đề trên. Enzyme 
phytase được tìm thấy ở thực vật, động vật và vi 
sinh vật. Tuy nhiên, vi sinh vật được xem là nguồn 
sản xuất phytase chính cho việc nghiên cứu và ứng 
dụng của enzyme phytase. Nhiều nghiên cứu cho 
thấy enzyme này có ở vi khuẩn (Basillus subtilis, 
Escherichia coli), nấm men (Sacharomyces 
cerevisiae) và nấm mốc. Trong đó, nấm mốc được 
xem là nguồn sản xuất phytase dồi dào và phong 
phú với nhiều loài trong chi Aspergillus như A. 
ficuum, A. carbonarius, A. oryzae, A. niger, và A.  
fumigatus (Liu et al., 1999; Shimizu, 1993; 
Volfova et al., 1994). So với phytase từ các loài 
khác trong chi Aspergillus thì phytase từ A. 
fumigatus có nhiều đặc tính nổi trội hơn như tính 
đặc hiệu với cơ chất rộng,  pH tối ưu thấp ở 2,5 và 
5,5, có khả năng hồi tính cao sau khi biến tính ở 
nhiệt độ cao (Pasamontes et al., 1997; Wyss et al., 
1998). Với những ưu điểm này, phytase từ A. 
fumigatus được các nhà khoa học chú ý và nghiên 
cứu trong những năm gần đây. Tuy nhiên, ở Việt 
Nam có ít tài liệu nghiên cứu về enzyme từ loài 
nấm mốc này. Do đó, việc phân lập nấm A.  
fumigatus được thực hiện với mong muốn sử dụng 
có hiệu quả enzyme phytase từ loài nấm mốc này. 

2 VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1 Vật liệu 

Các mẫu đất ruộng lúa (500g/mẫu) được thu 
thập ở các địa điểm khác nhau ở thành phố Cần 
Thơ, Sóc Trăng và Vĩnh Long. 

Môi trường chọn lọc nấm mốc sinh phytase M1 
(Xiong et al., 2004): 0,1% muối natri phytate 
(Đức); 0,3% glucose (Đức); 0,5% NH4NO3 (Trung 
Quốc); 0,05% KCl (Đức); 0,05% MgSO4.7H2O 
(Trung Quốc); 0,03% MnSO4.4H2O (Trung Quốc); 
0,03% FeSO4.7H2O (Trung Quốc); 1,5% agar (Việt 
Nam); pH = 5,5. 

Môi trường chọn lọc M2 (Hill et al., 2007)  để 
quan sát hoạt tính phytase: 6,4 g/L Na2S2O3 (Trung 
Quốc); 8g/L glucose (Đức); 1 g/L MgCl2.6H2O; 
0,3 g/L NH4Cl; 0,04 g/L FeCl3.6H2O (Trung 
Quốc); 1 mL/L khoáng vi lượng; 4 g/L muối natri 
phytate (Đức); CaCl2.2H2O 6,7 g/L (Đức); 5 g/L 
dịch chiết malt (Đức);1,5% agar (Việt Nam);  
pH 7,0. 

Môi trường cấy giống và trữ giống (PGA – 
Potato Glucose Agar): 2% D-glucose (Đức); 
1,8%(w/v) agar (Việt Nam); 20%(w/v) khoai tây.  

2.2 Phương pháp nghiên cứu  

2.2.1 Thu thập và trữ mẫu 

Các mẫu đất được thu thập trên những ruộng 
lúa gần thu hoạch và đã thu hoạch ở các địa điểm 
khác nhau thuộc 3 tỉnh Cần Thơ, Sóc Trăng và 
Vĩnh Long như Bảng 1. 

Phương pháp thu thập và trữ mẫu: Dùng dao 
lấy lớp đất ruộng lúa với độ sâu khoảng 5-7 cm cho 
vào túi nilon, ghi chú và đem về trữ trong tủ lạnh ở 
nhiệt độ 4-8ºC, tại phòng Công nghệ Enzyme, Viện 
Nghiên cứu và Phát triển Công nghệ Sinh học. 

Bảng 1: Các địa điểm thu mẫu đất lúa 

Mẫu Địa chỉ 
1 Phường Thới Hòa, Quận Ô Môn, Thành phố Cần Thơ 
2 Phường 5, Thành phố Sóc Trăng 
3 Phường 3, Thành phô Sóc Trăng 
4 Xã Mỹ Thuận, Huyện Bình Tân, Tỉnh Vĩnh Long 
5 Xã Thuận An, Huyện Bình Minh, Tỉnh Vĩnh Long 

2.2.2 Phân lập và tuyển chọn các chủng nấm 
có khả năng sinh phytase cao và khảo sát khả năng 
sinh trưởng ở nhiệt độ cao 

a. Tuyển chọn sơ bộ chủng nấm có khả năng 
sinh phytase 

Lấy 20 g đất/mẫu cho vào cốc thủy tinh và làm 
nhuyễn, thêm vào 30 mL nước cất để hòa tan mẫu. 
Để mẫu lắng trong 15 phút. Sau đó dùng 
micropipet hút 100 µL phần dịch lỏng trải đều trên 
đĩa môi trường phân lập nấm mốc M1 (Xiong et 
al., 2004) có khả năng sinh phytase. Mẫu được ủ 
trong tủ ủ nhiệt độ ở 30oC trong 3 ngày. Những 
khuẩn lạc phát triển trên môi trường này được cấy 
chuyển nhiều lần và quan sát dưới kính hiển vi để 

tuyển chọn các chủng thuần trước khi cấy chuyển 
sang môi trường chọn lọc M2. 

b. Tuyển chọn chủng nấm có khả năng sinh 
phytase cao và khảo sát khả năng sinh trưởng của 
chúng ở nhiệt độ cao 

Các chủng nấm đã lựa chọn được cấy trên môi 
trường M2 ủ ở 30oC. Trong môi trường M2 có bổ 
sung phytate như là nguồn phosphorus duy nhất. Vì 
phytate không tan khi tạo phức với muối canxi 
clorua nên làm cho môi trường M2 (Hill et al., 
2007) có màu trắng đục. Những chủng nấm  
mốc phát triển trên môi trường này là những chủng 
có khả năng tổng hợp phytase cao vì khi nấm  
mốc phát triển sẽ tạo một vòng môi trường trong 
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suốt bao quanh khuẩn lạc vòng tròn này được gọi 
là halo.  

Để khảo sát khả năng sinh trưởng của các 
chủng nấm có khả năng sinh phytase cao ở nhiệt độ 
cao, các chủng nấm mốc có khả năng tạo halo được 
nuôi cấy trên môi trường M2 ở 45oC. 

2.2.3 Nhận diện chủng nấm mốc sinh phytase cao  

a. Nhận diện dựa trên đặc điểm hình thái 

Các chủng nấm mốc có khả năng sinh phytase 
cao được nuôi cấy trên môi trường PGA, sau đó 
được định danh sơ bộ bằng phương pháp quan sát 
hình thái với các đặc điểm như, dạng bìa, màu sắc, 
hình dạng và bề mặt của khuẩn lạc. Ngoài ra các 
mẫu còn được làm tiêu bản xem dưới kính hiển vi 
để quan sát hệ sợi nấm, dạng bào tử.  

Các đặc điểm hình thái của chủng nấm mốc có 
khả năng sinh phytase được so sánh với các đặc 
điểm hình thái của dòng nấm mốc A. fumigatus đã 
được công bố bởi Haines (1995), Fresenius et al., 
(1863) và Raper để chọn ra chủng tương tự. 

b. Nhận diện bằng kỹ thuật sinh học phân tử 

Chủng nấm mốc có khả năng sinh phytase cao 
ở nhiệt độ cao được định danh bằng các đặc điểm 
hình thái như trên kết hợp gửi định danh bằng 

phương pháp sinh học phân tử ở phòng thí nghiệm 
Sinh học phân tử Viện Nghiên cứu và Phát triển 
Công nghệ Sinh học, Trường Đại học Cần Thơ. 

Phương pháp này dựa trên việc giải trình tự 
vùng gen ITS (internal transcribed spacer). Sau đó 
trình tự này được so sánh với cơ sở dữ liệu 
Genebank trên trang web NCBI bằng công cụ 
BLAST SEARCH. Cặp mồi dùng trong phương 
pháp này dựa trên cặp mồi của White et al. (1990). 

 ITS1:5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’; 

 ITS4:5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ 

3 KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Phân lập những chủng nấm mốc có khả 
năng sinh phytase cao và khảo sát khả năng 
sinh trưởng ở nhiệt độ cao 

Từ 5 mẫu đất lúa thu thập được, có 8 chủng 
nấm mốc đã được phân lập trên môi trường phân 
lập M1 (Xiong, et al., 2004). Trong đó có 3 chủng 
ET1, ET2, ET3 được phân lập từ mẫu đất số 1 
(Cần Thơ), 2 chủng ET4 và ET5 lần lượt được 
phân lập từ mẫu đất số 4 (Vĩnh Long), chủng ET6 
được phân lập từ mẫu đất số 5 (Vĩnh Long) và 2 
chủng ET7 và ET8 lần lượt được phân lập từ mẫu 
đất số 2 và 3 (Sóc Trăng).  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Hình 1: Khả năng tạo halo của 3 chủng nấm mốc ET3, ET7, ET8 trên môi trường M2 ở 30oC 

Tuy nhiên chỉ có 3 chủng nấm mốc ET3, ET7, 
ET8 có khả năng tạo halo ở 30oC khi được cấy trên 
môi trường M2 (Hình 1). Điều này chứng tỏ các 
chủng này có khả năng sinh phytase cao nhất. Thật 
sự, môi trường M2 với nồng độ natri phytate khá 
cao và bị tủa khi gặp muối canxi làm môi trường 
có màu trắng đục. Khi đó, các chủng nấm mốc với 
khả năng sinh phytase cao phân cắt muối phytate 
này để sử dụng nguồn dinh dưỡng phospho cho 
quá trình sinh trưởng và phát triển. Vùng môi 

trường xung quanh khuẩn lạc bị phân giải nên có 
màu trong hơn được gọi là halo. 

Theo Haines (1995), A. fumigatus có khả  
năng chịu nhiệt cao, đặc biệt có thể tồn tại ở nhiệt 
độ 55oC, và có thể đến 70oC; trong khi các loài 
nấm khác cùng chi Aspergillus khó sinh trưởng ở 
nhiệt độ trên 40oC. Đó là đặc điểm quan trọng  
để phân biệt loài A. fumigatus với các loài nấm  
khác thuộc chi Aspergillus như A. flavus,  

 Ngày 1  Ngày 2 

 ET3 

 ET7  ET3 

 ET8 

 ET8  ET7 
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A. niger, và A. terreus (Chang et al., 2004; Cooney 
and Emerson, 1964; Maheshwari et al., 2000). Vì 
vậy, 3 chủng nấm mốc này được cấy trên môi 
trường M2 ở 45oC để đánh giá khả năng phát triển 
và sinh phytase của chúng. 

Kết quả ở Hình 2 cho thấy chỉ có chủng ET3 là 

có khả năng sinh trưởng và tạo halo ở ngày đầu 
tiên trong khi đó khả năng sinh phytase tạo halo 
của chủng E7 và E8 bắt đầu ở  ngày thứ  2. Như 
vậy, chủng nấm mốc E3 có thể sinh trưởng nhanh ở 
nhiệt độ cao (45oC) so với 2 chủng nấm còn lại vì 
hai dòng nấm còn lại cần nhiều thời gian thích ứng 
với điều kiện nhiệt độ cao. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Hình 2: Khả năng tạo halo của 3 dòng nấm mốc ở 45oC 

3.2 Nhận diện các chủng nấm mốc đã tuyển chọn 

3.2.1 Định loại các chủng nấm đã tuyển chọn 
dựa trên đặc điểm đại thể của khuẩn lạc 

 Để khảo sát về mặt hình thái, ba chủng nấm 

mốc có khả năng tạo halo trên môi trường M2 như 
trên đã được cấy tiếp tục trên môi trường PGA ở 
30oC. Các đặc điểm về hình thái và màu sắc khuẩn 
lạc của 3 chủng này được trình bày ở Bảng sau. 

ET3 ET7 ET8 

 
-  Hình dạng: Tròn 
- Màu sắc: màu xanh rêu ở trung 
tâm do các khuẩn ty sinh sản phát 
triển bào tử, phần rìa của khuẩn lạc 
có màu trắng do sự phát triển của 
những khuẩn ty dinh dưỡng với 
các sợi mảnh và trắng. 
- Bề mặt xốp, ở giữa gồ lên 
- Không có sắc tố tiết ra môi 
trường và giọt tiết 
- Khuẩn lạc phát triển sau 1 ngày 
cấy và sản sinh bào tử ở ngày thứ 2 

 
- Hình dạng: Tròn 
- Màu sắc khuẩn lạc: vàng sậm ở 
giữa do sự phát triển của khuẩn ty 
sinh sản tạo bào tử, xung quanh có 
màu trắng bởi sự phát triển của 
khuẩn ty dinh dưỡng với các sợi 
mảnh và trắng 
- Bề mặt xốp, ở giữa gồ lên 
- Không có sắc tố tiết ra môi 
trường và giọt tiết 
- Khuẩn lạc phát triển sau 1 ngày 
cấy và sản sinh bào tử ở ngày thứ 2 

 
 - Hình dạng: Tròn 
- Màu sắc khuẩn lạc: màu nâu ở 
trung tâm khuẩn lạc do sự phát 
triển của khuẩn ty sinh sản, xung 
quanh có màu trắng do sự phát 
triển của khuẩn ty dinh dưỡng. 
- Bề mặt xốp, ở giữa gồ lên 
- Không có sắc tố tiết ra môi 
trường và giọt tiết 
- Khuẩn lạc phát triển sau 1 ngày 
cấy và sản sinh bào tử ở ngày thứ 2 

 Ngày 1  Ngày 2 

 ET8 

 ET3 

 ET7 

 ET3  ET7 

 ET8 
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Với những đặc điểm hình thái và khả năng chịu 
nhiệt cao của chủng ET3 phù với các đặc điểm của 
nấm A. fumigatus được công bố bởi Haines (1995) 
và Fresenius et al. (1863) nên chủng ET3 được 
chọn để quan sát dưới kính hiển vi và định danh 
bằng phương pháp Sinh học phân tử. 

3.2.2 Đặc điểm vi thể của chủng ET3 dưới 
kính hiển vi quang học 

Việc định danh A. fumigatus chủ yếu dựa vào 
hình thái của bào tử đính và cọng mang túi bào tử. 
Khi quan sát dưới kính hiển vi quang học ở vật 
kính E40, khuẩn ty dinh dưỡng của chủng nấm 
mốc này có vách ngăn hoàn chỉnh và có phân 
nhánh. Cọng mang túi bào tử của khuẩn ty sinh sản 
ngắn, không phân nhánh và không màu; phần trên 
phình to tạo thành bọng có cùng màu với cọng 
mang túi bào tử, bọng gắn với nhiều thể bình mang 

các đính bào tử. Các đặc điểm trên của chủng nấm 
mốc này giống như những mô tả của Fresenius và 
ctv. (1863), Raper và Fennell (1965) về chủng nấm 
mốc Aspergillus fumigatus. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Hình 3: Khuẩn ty dinh dưỡng của chủng ET3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                     
  Hình 4: Khuẩn ty sinh sản của chủng ET3 

3.2.3 Định danh bằng phương pháp phân tử 

Chủng nấm mốc ET3 được gửi định danh ở 
phòng thí nghiệm Sinh học Phân tử, Viện  
Nghiên cứu và Phát triển Công nghệ Sinh học, 
Trường Đại học Cần Thơ. Vùng gene ITS của 
chủng nấm mốc ET3 có tổng số nucleotide được 
giải là 533 sử dụng bằng cặp mồi của White et al. 

(1990) (ITS1: 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-
3’;ITS4:5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’). 
Kết quả được so sánh với cơ sở dữ liệu Genebank 
trên trang web NCBI bằng công cụ BLAST 
SEARCH. Trình tự này đồng hình 98% với trình tự 
của loài nấm mốc A. fumigatus đã được đăng ký 
trong Genbank và với giá trị E-value bằng 0 (Hình 
5). Như vậy, chủng nấm mốc ET3 là A. fumigatus. 

  Vách tế bào   Phân nhánh 

Đính bào tử Thể bình Bọng Cọng 
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Hình 5: Kết quả định danh dòng nấm mốc ET3 dựa vào trình tự ITS 

4 KẾT LUẬN 

Từ các mẫu đất lúa được thu thập ở Cần Thơ, 
Sóc Trăng và Vĩnh Long, các chủng nấm mốc ET3, 
ET7 và ET8 có khả năng sinh phytase cao trên môi 
trường M2 đã được phân lập. Cả 3 chủng trên đều 
có khả năng sinh trưởng ở 45ºC, tuy nhiên chủng 
ET3 thể hiện khả năng sinh trưởng tốt nhất. Qua 
kết quả nhận diện bằng đặc điểm hình thái đại thể 
của khuẩn lạc, cũng như đặc điểm vi thể và phương 
pháp sinh học phân tử ET3 được định danh là 
chủng Aspergillus fumigatus. Với khả năng sinh 
phytase cao, chủng nấm mốc này sẽ là nguồn sinh 
phytase ngoại bào tốt để làm tăng hiệu quả kinh tế 
khi ứng dụng bổ sung vào nguồn thức ăn cho gia 
súc và gia cầm. 
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